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1 UVOD  
Rak je generični izraz za veliko skupino bolezni, za katere je značilna rast nenormalnih celic zunaj 
njihovih običajnih meja, ki lahko nato napadajo sosednje dele telesa in/ali se razširijo na druge 
organe. Drugi pogosti izrazi so maligni tumorji in neoplazme. Rak lahko vpliva na skoraj vsak del 
telesa in ima mnogo anatomskih in molekularnih podtipov. Rak je med vodilnimi vzroki smrti po 
vsem svetu. Leta 2012 je bilo po vsem svetu 14,1 milijona novih primerov raka in 8,2 milijona smrti, 
povezanih z rakom. Število novih primerov raka na leto naj bi se do leta 2030 povečalo na 23,6 
milijona (NCI, 2018). Najpogostejši tip raka pri moških je rak prostate, medtem ko je pri ženskah 
najpogostejši rak dojke (Zadnik in sod., 2017). 
Pojav raka se povečuje zaradi rasti in staranja prebivalstva ter vse večje razširjenosti ugotovljenih 
dejavnikov tveganja, kot so kajenje, prekomerna telesna teža, fizična nedejavnost in spreminjanje 
reproduktivnih vzorcev, povezanih z urbanizacijo in gospodarskim razvojem (Torre in sod., 2015). 
Obstaja veliko različnih vrst zdravljenja raka, vključno s kirurškim posegom, radioterapijo in/ali 
sistemsko terapijo (npr. kemoterapijo, hormonsko terapijo, imunsko terapijo in tarčno terapijo). 
Zdravljenje se lahko uporablja samostojno ali v kombinaciji, odvisno od vrste in stopnje raka, 
značilnosti tumorja ter bolnikove starosti, zdravja in želj. Radioterapija je uporaba visokoenergetskih 
žarkov ali delcev za uničenje ciljnih rakavih celic, medtem ko so sistemske terapije zdravila, ki 
potujejo skozi krvni obtok in lahko vplivajo na vse dele telesa ter delujejo z uporabo različnih 
mehanizmov. Tarčna zdravila so novejše terapije, ki delujejo tako, da napadajo specifične molekule 
rakavih ali bližnjih celic, ki so vključene v napredovanje raka (Palumbo in sod., 2013). 
V zadnjem desetletju je bil reprogramiran metabolizem rakavih celic obravnavan kot nov obetaven 
cilj za razvoj novih učinkovin. Reprogramiran metabolizem v rakavih celicah je pogost pojav, saj so 
za značilnosti rakavih celic kot sta neomejena proliferacija in hiter ter učinkovit metabolizem, 
potrebne spremembe v ključnih korakih metabolizma celice. To področje je bilo v preteklosti 
zapostavljeno, vendar ponovno dobiva veliko pozornosti. V zadnjih letih je bilo raziskanih več 
pristopov ciljanja spremenjenega metabolizma rakavih celic, nekatere učinkovine pa so pokazale 
obetavno delovanje in so zdaj blizu kliničnim preizkušanjem. Relativno majhno število inhibitorjev 
metabolizma raka, ki so jih do sedaj razvili za uporabo pri zdravljenju raka, deloma odraža dolgoletno 
zapostavljenost tega področja (Clem in sod., 2015; Ko in sod., 2019; Michelakis in sod., 2008). 
Cilj mojega magistrskega dela je bil preizkusiti delovanje inhibitornih molekul pridobljenih z in 
silico presejevanjem, ki ciljajo enega izmed glavnih regulatornih glikolitičnih encimov – fosfofrukto 
kinazo (PFK-1), na metabolizem celic linije T limfoma Jurkat in celic seva kvasovk Sacharomyces 
cerevisiae z vstavljenim humanim fragmentom sfPFKM, ki ima izbite lastne gene za encim PFK-1. 
V prvem koraku smo preverili delovanje 18-ih inhibitornih molekul na metabolizem celic Jurkat in 
nato poskuse nadaljevali z dvema inhibitornima molekulama, ki sta kazali najboljši učinek. Za 
potrditev specifičnega delovanja inhibitornih molekul na tarčni encim PFK-1, smo poskuse izvedli 
na celicah kvasov S. cerevisiae z vstavljenim krajšim fragmentom gena PFKM in izbitimi lastnimi 
geni za encim PFK-1. V celicah Jurkat in kvasnih celicah S. cerevisiae smo želeli doseči učinek 
upočasnjene glikolize v celicah in s tem zmanjšati produkcijo laktata in posledično sproščanje laktata 
v izvencelično okolje. Nižja stopnja laktata v izvenceličnem okolju bi pomenila višji pH, kar bi 
imunskim celicam omogočalo lažji dostop do rakavih celic in uničenja, poleg tega pa bi nižja 
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koncentracija laktata zavirala angiogenezo in nastanek zasevkov. Ob tem smo želeli čim manjši vpliv 
učinkovin na odmiranje celic (citotoksičnost) in čim manjši vpliv na hitrost rasti (citostatičnost), 
zaradi potencialnih neželenih stranskih učinkov na normalne celice. S takimi lastnostmi bi bila 
idealno učinkovina primerna za ne-agresivno, dolgotrajno zaviranje rasti tumorjev, z minimalnimi 
stranskimi učinki na zdravih celicah. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI RAKA 
Rak je širok pojem in opisuje bolezen, ki nastane, ko celične spremembe povzročijo nenadzorovano 
rast in delitev celic. Ta nenadzorovana delitev celic lahko nadalje povzroči tumorje, poškodbe 
imunskega sistema in druge motnje organizma, ki so lahko usodne. Temeljni značilnosti raka sta 
genomska nestabilnost, ki ustvarja gensko raznovrstnost in s tem pospešuje razmnoževanje rakavih 
celic ter vnetje, ki spodbuja več drugih funkcij. Posledica teh značilnosti omogoča rakavim celicam 
da lahko vzdržujejo proliferativno signalizacijo, se izogibajo zaviralcem rasti, upirajo celični smrti, 
dosežejo replikativno nesmrtnost, inducirajo angiogenezo ter omogočijo invazije in zasevke 
(Hanahan in Weinberg, 2000).  
Hanahan in Weinberg (2011) sta tem šestim značilnostim raka, ki sta jih opredelila že leta 2000, 
dodala še dve pojavljajoči se značilnosti raka, ki kažeta potencialno velik pomen pri razumevanju te 
bolezni in razvoju sistemskih in ciljnih zdravil. To sta reprogramiranje energijskega metabolizma in 
izogibanje imunskemu uničenju.  
Rakave celice kažejo posebne metabolične fenotipe, ki so bistveni za vzdrževanje visokih 
proliferativnih stopenj in odpornosti na signale celične smrti. Ti presnovni fenotipi vključujejo 
povečano uporabo glukoze pri energijski presnovi in spremembo toka ključnih metabolnih poti, kot 
so glikoliza in glutaminoliza. Nedavni napredek v razumevanju celičnega metabolizma raka prinaša 
večje zanimanje za razvoj zdravljenja, ki cilja ravno metabolizem rakavih celic. Molekularne 
podrobnosti presnovne transformacije v invaziji rakavih celic in nastanku zasevkov pa so kljub temu 
v večini še vedno neznanka. Opredelitev časovnega premika metabolizma rakave celice med 
invazijo, razvojem in nastankom zasevka bo zagotovila nov vpogled v tumorske fenotipe in 
potencialno omogočila načrtovanje terapij, ki zavirajo rast in migracijo teh celic (Li in sod., 2015). 
2.1.1 Genska nestabilnost  
Ohranjanje genomske stabilnosti je bistveno za celično celovitost. Preprečitev napak pri podvajanju 
DNA, izogib znotrajceličnemu genotoksičnem stresu, ki ga povzročajo reaktivne kisikove vrste 
(ROS) zaradi celičnega metabolizma in ter izogib vplivom zunajceličnih rakotvornih dejavnikov, kot 
so na primer ultravijolična svetloba, ionizirajoče sevanje ali kemikalije, ki poškodujejo DNA, 
prispevajo k ohranjanju genomske stabilnosti. Nastanek in napredovanje tumorja prvotno izhaja iz 
pridobljene genomske spremembe znotraj normalnih celic in napredovanja agresivnejših klonov 
celic. Populacija tumorskih celic je gensko bolj nestabilna kot normalne celice. Genomska 
nestabilnost zagotavlja krajši celični cikel in prednost pri obhajanju znotrajceličnih in imunskih 
kontrolnih sistemov, s čimer imajo transformirane rakave celice prednost rasti (Yao in Dai, 2014). V 
nadaljevanju so opisane glavne značilnosti, ki so posledica genomskih sprememb v rakavih celicah. 
2.1.2 Ohranjanje proliferativne signalizacije 
Najbolj temeljna značilnost rakavih celic vključuje njihovo sposobnost vzdrževanja kronične 
proliferacije. V normalnih tkivih rastni faktorji natančno nadzirajo sproščanje signalov, ki spodbujajo 
rast, s čimer zagotavljajo homeostazo števila celic in s tem vzdržujejo normalno strukturo in funkcijo 
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tkiva. Rakave celice pa zaradi genetskih in epigenetskih sprememb, ki povzročijo deregulacijo teh 
signalov, obidejo te kontrolne točke in s tem nadzoru normalne proliferacije. To jim omogoča, da se 
nekontrolirano razmnožijo. Mutacije, ki pretvarjajo celične pro-onkogene v onkogene, običajno 
povzročijo hiperaktivacijo teh signalnih poti, medtem ko inaktivacija tumorskih zaviralcev odpravi 
kritične negativne regulatorne signalizacije (Sever in Brugge, 2015). 
O mehanizmih, ki nadzorujejo sproščanje teh mitogenih signalov v normalnih tkivih, še vedno vemo 
relativno malo, a je nasprotno mitogenična signalizacija v rakavih celicah bolje razumljena. Rakave 
celice lahko pridobijo sposobnost za vzdrževanje proliferativnih signalizacij na več različnih 
načinov. Prva možnost je, da same proizvajajo ligande rastnega faktorja, na katere se lahko odzovejo 
z izražanjem receptorjev, kar povzroči avtokrino proliferativno stimulacijo. Druga možnost je, da 
rakave celice pošiljajo signale za stimulacijo normalnih celic v podporni stromi, povezani s tumorji, 
ki vzajemno dobavljajo rakavim celicam rastne faktorje (Cheng in sod., 2008). Analize zaporedij 
genomske DNA rakavih celic pa so odkrile tretjo možnost, in sicer, da somatske mutacije pri 
nekaterih človeških tumorjih sprožijo konstitutivno aktivacijo signalnih poti, ki jih po navadi sprožijo 
aktivirani receptorji rastnega faktorja (Davies in Samuels, 2010). 
2.1.3 Izogibanje zaviralcem rasti 
Aktivacija celičnih onkogenov predstavlja le eno od dveh različnih vrst genetskih sprememb, ki 
sodelujejo pri razvoju tumorjev. Druga je inaktivacija tumorskih supresorskih genov. Kot posledica 
genetskih sprememb onkogeni poganjajo nenormalno proliferacijo celic, ki bodisi povečajo izražanje 
genov ali povzročijo nenadzorovano aktivnost onkogeno kodiranih proteinov. Geni tumorskih 
supresorjev predstavljajo nasprotno stran celične kontrole rasti, ki običajno deluje tako, da zavira 
celično proliferacijo in razvoj raka z več možnimi mehanizmi: represijo genov, ki so ključni za 
nadaljevanje celičnega cikla, izražajo proteine, ki so vključeni v popravljalne mehanizme DNA in 
iniciacijo apoptoze, ko so poškodbe DNA nepopravljive. V mnogih rakavih celicah se ti geni izgubijo 
ali inaktivirajo, s tem pa se odstranijo negativni regulatorji celične proliferacije, kar prispeva k 
neovirani proliferativni signalizaciji (Wertz in Dixit, 2010). 
Tako imenovani negativni povratni mehanizmi delujejo na več vozliščih znotraj proliferacijskega 
signalnega vezja. Izrazit primer je PTEN fosfataza, ki nasprotuje aktivnosti encima PI3-kinaze z 
razgradnjo njegovega produkta, fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfat (PIP3). PI3-kinaza je encim med 
drugim vključen v celično rast, proliferacijo in preživetje celice. Mutacije v genu za PTEN fosfatazo 
povzročajo izgubo funkcije ter povečujejo PI3K signalizacijo in spodbujajo tumorigenezo v različnih 
eksperimentalnih modelih raka. V človeških tumorjih se izražanje PTEN pogosto izgubi z metilacijo 
promotorja (Jiang in Liu, 2009). 
Z metodami genske inaktivacije so odkrili desetine tumorskih supresorjev, ki na različne načine 
omejujejo rast in proliferacijo celic. Od teh so bili mnogi tudi validirani kot verodostojni supresorji 
tumorjev z eksperimenti pridobivanja ali izgube funkcije pri miših. Dva prototipska zaviralca 
tumorjev kodirata protein RB (z retinoblastomom povezani) in protein TP53. Ta predstavljata 
centralna nadzorna vozlišča regulatornih vezij, ki urejajo odločitve celic o tem, ali proliferirajo ali, 
alternativno, aktivirajo senescenco in apoptotične programe (Pankaj in sod., 2011). 
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2.1.4 Izogib imunskemu nadzoru 
Imunski sistem tesno sodeluje s tumorji v celotnem procesu razvoja raka in napredovanja do 
zasevkov. Zapleten odnos med imunskim sistemom in rakavimi celicami lahko zavira in poveča rast 
tumorja. Rakaste celice v prvotni fazi tumorigeneze razvijejo mehanizme izogiba imunskemu 
nadzoru. Mehanizmi, ki povzročajo izogib imunskemu napadu vključujejo izbiro tumorskih različic 
odpornih na imunske učinke (imunsko preoblikovanje) in tvorbo imunsko supresivnega okolja 
znotraj tumorja. V zadnji fazi se imunski sistem tako prilagodi tumorigenezi, da s svojim delovanjem 
podpira rast tumorja. Te interakcije med imunskim sistemom in tumorjem nastanejo zaradi 
kompleksnih dogodkov, ki po navadi vrhunec dosežejo bodisi z uspešnim izkoreninjenjem tumorja, 
bodisi z imunsko odpornostjo s strani tumorja (Vinay in sod., 2015).  
Če imajo tumorske celice lastno antigenost, kar pomeni, da se ne morejo izogniti temu, da bi jih 
prepoznale posebne podskupine imunskih celic, se zaradi svojega velikega potenciala 
prilagodljivosti lahko hitro naučijo, kako se izogniti imunskemu prepoznavanju. Rakave celice 
razvijajo mehanizme za zaustavitev imunoloških odzivov, ter tako ne samo, da preživijo v imunsko 
kompetentnem gostitelju, temveč se razmnožujejo, lokalno napredujejo in širijo. Ena izmed lastnosti, 
ki povzroča neželeno mikrookolje za protitumorske imunske celice, izhaja iz hipoksije in kaskade 
biokemijskih reakcij, ki vodijo do lokalne zakisanosti. Čeprav se področje imunskega nedelovanja 
povezanega s kislostjo šele pojavlja, začetni dokazi kažejo, da protitumorski efektorji, kot so celice 
T in naravne ubijalke, po navadi izgubijo svojo funkcijo in so podvržene stanju anergije, ki ji sledi 
apoptoza, ko so izpostavljene okolju z nizkim pH (Huber in sod., 2017). 
2.1.5 Upiranje celični smrti 
Koncept, po katerem programirana smrt celice z apoptozo služi kot naravna prepreka za razvoj raka, 
so raziskovalci ugotovili s prepričljivimi funkcionalnimi študijami, izvedenimi v zadnjih dveh 
desetletjih (Adams in Cory, 2007; Lowe in sod., 2004). Signalna vezja v celici sprožijo apoptozo kot 
odgovor na različne fiziološke signale, ki jih rakave celice sprejemajo med tumorigenezo ali kot 
posledica terapije proti raku. Neravnovesja v teh signalnih vezjih, ki so posledica višjih nivojev 
onkogene signalizacije in poškodb DNA, ki so posledica hitre proliferacije, inducirajo apoptozo.  
Apoptotični mehanizem je sestavljen iz regulatorjev in podrejenih efektorskih komponent. 
Regulatorji so po drugi strani razdeljeni na dve glavni signalni poti, ena sprejema in obdeluje 
zunajcelične apoptotične signale (zunanji apoptotični program, ki na primer vključuje receptor Fas 
ligand/Fas), druga pa zaznava in integrira različne znotrajcelične signale (Adams in Cory, 2007). 
Rakave celice razvijajo različne strategije za omejitev ali izogibanje apoptozi. Najpogosteje se pojavi 
izguba supresorske funkcije TP53 gena, ki opravlja ključno funkcijo popravljanja in preprečevanja 
mutacij v genomu in lahko sproži apoptozo, ko je poškodba DNA nepopravljiva. Alternativno lahko 
tumorji dosežejo podobna stanja s povečanjem ekspresije antiapoptotičnih regulatorjev (Bcl-2, Bcl-
xL) ali signalov preživetja (Igf1/2), z zmanjšanjem regulatorjev proapoptotikov (Bax, Bim, Puma) 
ali s »kratkim stikom« zunanjih ligandskih povzročiteljev smrti (motnja v povezavi med ligandom 
in receptorjem, ki inducira apoptozo) (Kaleigh in Manabu, 2013).  
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2.1.6 Omogočanje replikativne nesmrtnosti 
Do leta 2000 je bilo splošno sprejeto, da imajo rakave celice neomejen replikacijski potencial za 
ustvarjanje makroskopskih tumorjev (Hanahan in Weinberg, 2011). Ta zmožnost je izrazito v 
nasprotju z obnašanjem celic v večini normalnih celičnih linij v telesu, ki lahko prehajajo skozi le 
omejeno število zaporednih ciklov rasti in celičnih delitev. Ta omejitev je posledica dveh ločenih 
ovir za proliferacijo: senescence, ki je nepovraten vstop v neproliferativno, vendar živo fazo, ter 
krize, ki vključuje celično smrt. Če se celice razmnožujejo v kulturi, ponavljajoči se cikli delitve 
celic vodijo najprej k indukciji senescence, nato pa za tiste celice, ki se uspejo izogniti tej pregradi, 
v krizno fazo, v kateri umre velika večina celic v populaciji. V redkih primerih pa celice preživijo 
krizo in kažejo neomejen razmnoževalni potencial. Pojavi se nesmrtnost, značilnost, ki jo imajo 
najbolj uveljavljene celične linije zaradi njihove sposobnosti neskončnega razmnoževanja v kulturi, 
brez pojava senescence ali krize (Fouad in Aanei, 2017). 
Dokazi kažejo, da imajo telomere – deli DNA ki ščitijo konce kromosomov – bistveno vlogo za 
zmožnost neomejene proliferacije. Telomere, sestavljene iz večkratnih tandemskih 
heksanukleotidnih ponovitev, se v normalnih celicah postopoma skrajšujejo, sčasoma pa izgubijo 
sposobnost zaščite konic kromosomske DNA pred fuzijo s sosednjimi kromosomi, kar privede do 
celične smrti (Greenberg, 2005). 
Telomeraza, specializirana DNA polimeraza, ki doda telomerne ponavljajoče se segmente na konce 
telomerne DNA, v smrtnih celicah skoraj ni prisotna, vendar je v veliki večini (~ 90%) spontano 
nesmrtnih celic izražena v visokih ravneh, tudi v človeških rakavih celicah. Prisotnost telomerazne 
aktivnosti, bodisi v spontano nesmrtnih celicah, bodisi v celicah izdelanih za izražanje encima, je 
povezana z odpornostjo na indukcijo senescence in krize oziroma apoptoze. Nasprotno vodi zatiranje 
telomerazne aktivnosti k skrajšanju telomer in k aktiviranju ene od teh ovir neskončne proliferacije. 
Omejitve proliferacije – senescenca in apoptoza – so prepoznane kot ključna obramba proti raku, 
vgrajena v naših celicah in namenjena preprečevanju nenadzorovanem razraščanju celic. Nesmrtnost 
celic, ki nadalje omogoča razvoj tumorjev, je bila pripisana sposobnosti vzdrževanja telomerne DNA 
v dolžini, ki je zadostna, da se te izognejo sprožitvi senescence ali apoptoze. To pa najpogosteje 
dosežejo s povečano ekspresijo telomeraze, ali redkeje z alternativno rekombinacijo – poseben 
mehanizem za vzdrževanje telomer. Zato je krajšanje telomere opažana kot za merjenje časa, ki 
določa omejen ponovitveni potencial normalnih celic in s tem ovira, ki jo morajo premagati rakave 
celice (Greenberg, 2005). 
2.1.7 Indukcija angiogeneze 
Kot običajna tkiva, tudi tumorji rabijo energijo za preživetje v obliki hranil in kisika, ter sposobnost 
odstranitve odpadnih metabolitov in ogljikovega dioksida. Rakavim celicam je to omogočeno z 
nastankom novih žil, ki ga omogoča proces angiogeneze. Med embriogenezo razvoj ožilja vključuje 
nastanek novih endotelijskih celic, njihovo sestavo v cevke (vaskulogenezo) in izraščanja novih žil 
iz obstoječih (angiogeneze). Po tej morfogenezi normalno ožilje postane precej stabilno. Pri odraslih 
se angiogeneza lahko prehodno vklopi kot del fizioloških procesov, kot je celjenje ran in ženski 
reproduktivni cikel. Nasprotno pa se med postopkom razvoja tumorja "angiogeno stikalo" aktivira in 
ostane neprestano vklopljeno. To povzroči da normalno umirjeno ožilje stalno izrašča nove žile, ki 
prispevajo k rasti tumorjev (Hanahan in Folkman, 1996). 
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Krvne žile nastale v tumorjih s kronično aktivirano angiogenezo in neuravnoteženo mešanico 
proangiogenih signalov, so običajno nenavadne. Za tumorsko ožilje je značilna prekomerna 
razvejanost žil, izkrivljene in povečane žile, nepredvidljiv pretok krvi, mikro-krvavitve, nenormalna 
raven proliferacije endotelijskih celic in apoptoza (Nagy in sod., 2010). 
2.1.8 Aktivacija invazije in zasevkov 
Še leta 2000 so bili mehanizmi, ki so osnova za invazijo in nastanek zasevkov, večinoma neznanka. 
Jasno je bilo, da so rakave celice s tem, ko so karcinomi napredovali do višjih patoloških stopenj 
malignosti (ki so se odražale v lokalni invaziji in oddaljenih zasevkov), navadno prešle skozi 
spremembe v svoji obliki, povezavi z drugimi celicami in povezavi z zunajceličnim matriksom. 
Najbolj poznana sprememba je bila izguba E-kadherina, ključne celične adhezijske molekule. Z 
oblikovanjem povezav s sosednjimi epitelnimi celicami E-kadherin pomaga sestaviti plasti 
epitelijskih celic in vzdrževati njihovo mirovanje znotraj teh plasti. Povečana ekspresija E-kadherina 
je bila dobro uveljavljena kot antagonist invazije in zasevkov, medtem ko je zmanjšanje izražanja te 
molekule okrepilo te fenotipe. Opaženo nižje izražanje in inaktivacija z mutacijo E-kadherina pri 
človeških karcinomih je podprlo njegovo vlogo ključnega zaviralca invazij in zasevkov (Berx in van 
Roy, 2009, Cavallaro in Christofori, 2004). 
Poleg tega je ekspresija genov, ki kodirajo druge adhezivne molekule tudi spremenjena v nekaterih 
zelo agresivnih karcinomih. Geni, ki favorizirajo mirovanje celic, so največkrat manj izraženi. 
Nasprotno so adhezijske molekule, ki so običajno povezane s preseljevanjem celic ter se pojavljajo 
med embriogenezo in vnetjem, pogosto povišano izražene. Na primer, N-kadherin, ki je običajno 
izražen v migracijskih nevronih in mezenhimskih celicah med organogenezo, je v številnih 
invazivnih karcinomskih celicah povišano izražan (Cavallaro in Christofori, 2004).  
Poleg pridobitve in izgube takšnih proteinov celica-celica/matriks, pomembno vlogo pri nastajanju 
zasevkov in invaziji pripisujejo tudi metaloproteinazam. Matrične metaloproteinaze (MMP) 
predstavljajo najpomembnejšo družino proteinaz, povezanih s tumorigenezo. Propadanje 
izvenceličnega matriksa, ki ga posredujejo MMP, vodi v invazijo in zasevke rakavih celic. Zaviranje 
MMP pa je bilo s študijami na živalih povezano z zaviranjem invazivnega potenciala tumorjev 
(Kessenbrock in sod., 2010). 
Večstopenjski proces invazije in zasevkov je shematiziran kot zaporedje korakov, ki jih označujejo 
kot kaskada invazije in zasevkov. Ta prikaz predvideva zaporedje celično-bioloških sprememb, ki se 
začne z lokalno invazijo, ki je omogočena z epitelno-mezenhimalno tranzicijo (EMT), nato vstop 
rakavih celic v bližnjo kri in bezgavke, prenos rakavih celic skozi limfne in hematogene sisteme, 
čemur sledi uhajanje rakavih celic iz lumine žil (ekstravazacija), nastanek majhnih nodulov rakavih 
celic (mikrozasevki) in končno rast lezij mikrozasevkov v makroskopske tumorje, pri čemer je ta 
zadnji korak označen kot "kolonizacija" (Talmadge in Fidler, 2010). 
2.2 METABOLIZEM PRI RAKU 
Pri večceličnih organizmih je večina celic izpostavljena stalni oskrbi s hranili. Preživetje organizma 
zahteva nadzorne sisteme, ki preprečujejo nenormalno proliferacijo posameznih celic, kadar je 
razpoložljivost hranil visoka. Nekontrolirana proliferacija se prepreči, ker celice sesalcev običajno 
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ne prevzemajo hranilnih snovi iz njihovega okolja brez spodbude rastnih faktorjev. Celice raka 
odvisnost od rastnega faktorja obidejo s pridobivanjem genetskih mutacij, ki funkcionalno 
spremenijo signalizacijske poti, ki jih drugače sprožijo receptorji. Vse več je dokazov, da nekatere 
od teh poti konstitutivno aktivirajo vnos in metabolizem hranil, ki spodbujajo preživetje in rast celic 
(Sever in Brugge, 2015).  
V prisotnosti kisika večina diferenciranih celic primarno presnavlja glukozo v ogljikov dioksid z 
oksidacijo glikolitičnega piruvata v ciklu trikarboksilnih kislin (TKK). Ta reakcija proizvaja 
mitohondrijski nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), ki nato poganja oksidativno fosforilacijo 
za maksimalno proizvodnjo ATP z minimalno proizvodnjo laktata. Le v anaerobnih pogojih lahko 
diferencirane celice proizvedejo velike količine laktata. V nasprotju s tem večina rakavih celic 
proizvaja velike količine laktata, ne glede na razpoložljivost kisika, zato se njihova presnova pogosto 
imenuje »aerobna glikoliza« (Slika 1), celoten pojav pa Warburgov učinek po nemškem fiziologu 
Otto Warburg-u, ki se je ukvarjal z raziskovanjem celičnega dihanja. Warburg je prvotno domneval, 
da rakave celice razvijejo okvaro v mitohondrijih, kar vodi v oslabljeno aerobno dihanje in 
posledično zanašanje na glikolitično presnovo. Vendar pa je nadaljnje raziskovalno delo pokazalo, 
da mitohondrijska funkcija ni okvarjena pri večini rakavih celic (Potter in sod., 2018).  
 
 
Slika 1: Shema Warburgerjevega učinka (b) v primerjavi z metabolizmom glukoze v normalnih celicah (a). 
Očitno je, da aerobno glikolizni metabolizem lahko zagotovi dovolj energije za celično proliferacijo. 
Presnova glukoze v laktat na molekuli glukoze ustvari 2 molekuli adenozin 5'-trifosfata (ATP), 
medtem ko oksidativna fosforilacija ob popolni oksidaciji ene molekule glukoze ustvari do 36 ATP. 
S tem se postavlja vprašanje, zakaj bi bila manj učinkovita presnova, vsaj v smislu proizvodnje ATP, 
izbrana za proliferacijske celice (Epstein in sod., 2017). 
Kljub temu, da je bil Warburgov učinek obširno preučevan, ostaja jasno, da koristi tega učinka za 
rast in preživetje celic še niso razrešene. Deloma je temu tako, ker se energetske potrebe celične 
proliferacije na prvi pogled zdijo bolje izpolnjene s popolnim katabolizmom glukoze prek 
mitohondrijske oksidativne fosforilacije za povečanje proizvodnje ATP. Čeprav imajo celice izrazit 
Warburgerjev učinek, TKK cikel ostane nedotaknjen, kar omogoča zadostno proizvodnjo ATP 
9 
Vodopivec T. Vpliv inhibicije modificirane 6-fosfofrukto-1-kinaze na metabolizem rakavih celic. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
(DeBerardinis in sod., 2007). Ugotovili so, da rakave celice 90 % glukoze pretvorijo v laktat in je 
tako proizvodnja ATP v veliki meri oslabljena. Glutamin je koncentracijsko najbolj zastopana 
aminokislina v človeški plazmi in služi kot pomemben vir reduciranega dušika za biosintetske 
reakcije, vir ogljika za obnavljanje cikla TKK, prekurzor glutationa in nukleotidov, ter sinteze lipidov 
z reduktivno karboksilacijo (Cluntun in sod., 2017). Transformirane rakave celice kažejo veliko 
hitrost porabe glutamina, ki je ni mogoče razložiti s potrebo po dušiku, ki jo povzročajo nukleotidne 
sinteze ali vzdrževanje nebistvenih aminokislinskih bazenov. Namesto tega metabolizem glutamina 
zagotavlja vir ogljika, ki rakavim celicam olajša zagotavljanje zadostne količine ATP, poleg tega pa 
zagotavlja tudi biosintetične prekurzorje iz TKK (DeBerardinis in sod., 2007).  
Veliko različnih vrst raka ima zelo malo skupnega, vendar pa je Warburgov učinek lastnost rakavih 
celic, ki je skupna večini. Kljub temu, da je aerobna glikoliza energetsko manj učinkovita kot 
oksidativna fosforilacija pri proizvodnji ATP, vodi v povečano generacijo dodatnih metabolitov 
preko drugih metabolnih poti, kot na primer pentoza fosfatne poti (PPP), ki lahko še posebej koristijo 
proliferirajočim celicam. Intermediati glikolitičnega energijskega metabolizma rakavih celic so kot 
prekurzorji namreč koristni za neskončno zadovoljevanje velikega povpraševanja po ne-esencialnih 
aminokislinah, maščobnih kislinah in nukleotidih (Li in sod., 2015). 
2.3 DEREGULACIJA GLIKOLIZE 
Glikoliza je presnovna pot, ki pretvarja glukozo v piruvat v citoplazmi. Celotna pot glikolize, ki 
vsebuje 10 korakov kemijskih reakcij, od katerih je vsak kataliziran s specifičnim encimom, je bila 
pojasnjena v štiridesetih letih prejšnjega stoletja. V hipoksičnih pogojih se piruvat v normalnih in 
tumorskih celicah pretvori v laktat. Tumorske celice pa tudi pri pogojih zadostnega kisika raje 
pretvorijo piruvat v laktat, namesto da vstopajo v cikel trikarboksilne kisline  (TKK) (Epstein in sod., 
2017). 
Variabilnost v glikolizi je tipična značilnost evkariontskih celic. To omogoča, da celice iz različnih 
tkiv ali populacij nadzirajo in izrazijo izoencim z optimalnimi kinetičnimi in regulatornimi 
lastnostmi, ki so potrebne za specifično funkcijo tkiva ali populacijo. Natančneje, za večcelične 
organizme to služi trem glavnim funkcijam: prvič, omogoča usklajen nadzor homeostaze glukoze v 
telesu. Drugič, celicam organizmov omogoča ustrezno odzivanje na različne oblike stresa kisika ali 
glukoze, kot so hipoksija, ishemija ali spremembe v prehrani. Nazadnje pa glikolitična heterogenost, 
ki omogoča visoko glikolitično hitrost, ponuja podskupino celic, ki morajo v določenih fazah 
fizioloških procesov, kot so angiogeneza, imunsko aktiviranje in rast matičnih celic ohraniti 
povečano stopnjo proliferacije. Raziskave so pokazale, da ti izoencimi kažejo tudi široko raznolikost 
v ekspresiji glede na razvoj tumorja, specifičnega za tkivo (Warmoes in Locasale, 2014).  
Glikolitični encimi so prekomerno izraženi v mnogih tumorjih s širokim povečanjem razpona med 2 
in 500-krat (San-Millán in Brooks, 2017). Trije ključni regulatorni encimi glikolize so heksokinaza, 
fosfofruktokinaza in piruvat kinaza. Laktat dehidrogenaza katalizira pretvorbo piruvata v laktat. 
Poročali so, da so vsi štirje encimi prekomerno izraženi v tumorjih in da jih regulirajo številni 
onkoproteini za spodbujanje proliferacije rakavih celic, migracije celic in spodbujanje zasevkov. 
Odkritje aerobne glikolize pri raku je v zadnjih dvajsetih letih prineslo nove pristope in potencialne 
terapevtske cilje za zdravljenje raka (Li in sod., 2015), poleg tega pa je heterogenost izoencimov ena 
ključnih lastnosti, ki predstavlja izjemen potencial za ciljanje metabolizma raka. 
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Izoencimi glikolize se prepisujejo iz različnih genskih lokusov, kar predstavlja prvo raven 
heterogenosti izoencimov. Dodatna heterogenost pa je omogočena z alternativnim izrezovanjem 
eksonov specifičnega genskega lokusa. Izoencimi imajo različne encimske kinetične parametre, kot 
so Michaelisovo konstanto in stopnjo delovanja, poleg tega pa imajo številne izoforme glikolitičnih 
encimov različno alosterično regulacijo z majhnimi molekulami ter različno regulacijo nivojev 
izražanja s strani promotorjev, nekodirajoče RNA ter ekspresijo spodjnih faktorjev. To izoencimom 
omogoča izboljšane karakteristike, ki prispevajo k sposobnostim rakavih celic za hitro in učinkovito 
proliferacijo (Warmoes in Locasale, 2014). 
2.3.1 Heksokinaza 
Pot glikolize obsega več reverzibilnih encimskih reakcij in tri nepovratne reakcije. Prvi nepovratni 
korak je kataliziran s heksokinazo (HK), ki fosforilira glukozo, pri čemer nastane glukoza-6-fosfat 
(G6P). Ta reakcija je morda najpomembnejši korak v presnovi glukoze - prvič, ker zadržuje glukozo 
v celicah, ki bi jo sicer lahko izvažali transporterji glukoze, in drugič, ker je G6P stičišče ne samo 
glikolize, ampak tudi pentoza fosfatne poti (PPP), heksozaminske poti in sinteze glikogena. 
Aktivnost HK je zelo pomembna za hitrost glikolize, saj ne le da aktivira glukozo, temveč tudi 
omejuje glukozo v celicah (Hay, 2017). 
V organizmih sesalcev poznamo štiri pomembne izoencime heksokinaze, ki se razlikujejo v 
znotrajceličnih lokacijah in kinetiki glede na različne substrate, pogoje ter fiziološko funkcijo. HK 
I/A najdemo v vseh tkivih sesalcev in se šteje kot "encim za vzdrževanje". HK II/B predstavlja glavno 
regulirano izoobliko v številnih vrstah celic in je povečan pri številnih vrstah raka. HK III/C je 
substrat, ki ga glukoza inhibira pri fizioloških koncentracijah. O regulativnih značilnostih te izoforme 
je malo znanega. HK IV sesalcev se imenuje tudi glukokinaza in se prepisuje iz ločenega gena, njene 
značilne kinetične lastnosti pa omogočajo, da opravlja drugačen set funkcij v primerjavi z drugimi 
heksokinazami  (Li in sod., 2015). 
Ključna značilnost mnogih vrst raka, zlasti najbolj agresivnih, je sposobnost presnove glukoze s 
povišano hitrostjo – fenotip, ki je klinično opažen s pozitronsko emisijsko tomografijo (PET). Ta 
fenotip zagotavlja rakavim celicam izrazito konkurenčno prednost pred normalnimi celicami. Po 
hitrem vnosu glukoze v rakave celice s transporterji glukoze, ki so v rakavih celicah povišeno izraženi 
(Medina in Owen, 2002), je visoko glikolitični fenotip v prvi vrsti podprt s prekomerno izraženo HK 
(predvsem HK II), ki je vezana na zunanjo mitohondrijsko membrano preko porinu-podobnega 
proteina. Velike količine HK II vežejo ATP in vhodno glukozo, ter s povišano hitrostjo proizvajajo 
G6P. Ta metabolit služi kot biosintetični prekurzor za podporo celične proliferacije in kot prekurzor 
za laktat, ki zapušča rakave celice in povzroča neugodno okolje za normalne celice. HK II preko 
svoje mitohondrijske lokacije tudi zavira smrt rakavih celic. Zaradi opisane pomembnosti HK pri 
razvoju raka je v številnih laboratorijih ciljanje tega ključnega encima trenutno v okviru strategije za 
razvoj novih terapij. Eden od takih kandidatov je 3-bromopiruvat (3-BP), ki se je izkazal kot 
učinkovit ubijalec rakavih celic in vitro že pri nizkih mikromolarnih koncentracijah, ki običajno ne 
škodujejo normalnim celicam (El Sayed, 2018). 
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2.3.2 Fosfofruktokinaza  
Drugi ključni in nepovratni korak glikolize katalizira 6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK-1). PFK-1 je eden 
najpomembnejših regulatornih encimov glikolize. Je alosterični tetramerni encim, sestavljen iz 
različnih kombinacij treh tipov podenot. PFK-1 katalizira pretvorbo fruktoze-6-fosfata in adenozin 
trifosfata (ATP) v fruktozo-1,6-bisfosfat in adenozin difosfat (ADP). Ta encim je reguliran z 
alosterično inhibicijo in na ta način celica poveča ali zmanjša hitrost glikolize kot odziv na energetske 
potrebe (Li in sod., 2015). 
PFK-1 se prepisuje iz treh različnih humanih genov, imenovanih PFKM (mišica), PFKL (jetra) in 
PFKP (trombociti). Iz podenot, ki se prepisujejo iz teh treh genov tvori homo- ali heterotetramerne 
komplekse, imenovane PFK-1. Tri encimske izoforme, ki se prepišejo iz teh genov, imajo razmeroma 
nizko podobnost zaporedja, med 66 in 70 % (Warmoes in Locasale, 2014). Stopnja izražanja teh 
izooblik je specifična za tkiva in skeletna mišica je edino tkivo, ki izraža samo eno izoformo (PFK-
M), medtem ko vsa druga tkiva izražajo različne ravni vseh treh izooblik. PFK-M je tako edina 
izoforma, izražena v vseh celicah sesalcev. Različni vzorci izražanja izooblik PFK-1 med tkivi lahko 
prispevajo k tkivno specifični stopnji glikolize. Nedavno je bilo pokazano, da višja stopnja izražanja 
PFK-L izooblike encima v primerjavi z drugima dvema izoformoma vodi k učinkovitejši proizvodnji 
laktata iz glukoze pri celicah raka dojk (Zancan in sod., 2010). Med drugim so bile spremembe 
izoformne sestave encima PFK-1 povezane z napredovanjem raka (Slika 2) (Wang in sod., 2013).  
 
Slika 2: Izražanje različnih izoform PFK-1 encima v rakavem tkivu različnih stadijev raka v primerjavi s 
celicami ki so locirane ob rakavem tkivu ( Wang in sod., 2013). 
PFK-1 ima podobno strukturo kot hemoglobin, saj gre za dimer dimerja. Na N-terminalnem delu 
proteina se na prehodu med dvema regijama nahaja aktivno mesto za ATP in F6P. Na C-terminalnem 
delu pa se nahajajo alosterična mesta za natančnejše uravnavanje delovanja encima in za katerega 
tekmujejo ATP in AMP (Banaszak in sod., 2011). Vsaka podenota tetramera je sestavljena iz 780 ali 
184 aminokislinskih ostankov (Kloos in sod., 2014). 
Ta encim kaže nekatere najbolj zapletene regulacije znotraj glikolize. PFK-1 je aktiviran s fruktoza-
2,6-bifosfat (F26P), ADP, AMP in ioni amonijaka ter zaviran s povečano koncentracijo ATP in 
citratom. F26P se sintetizira s tetramernimi kompleksi, imenovanimi 6-fosfofrukto-2-kinaza (PFK-
2), katerih komponente so kodirane s PFKFB geni. Čeprav so afinitete za substrat med izoencimi 
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relativno podobne, so izoforme pokazale razlike v odgovoru na alosterični aktivator s F26P 
(Warmoes in Locasale, 2014). Opisana pa je bila izoforma PFK-1, ki je bila manj občutljiva na 
inhibicijo s citratom in bila bolj občutljiva na aktivacijo s F26P. PFK-1 izoformo s podobnimi 
kinetičnimi značilnostmi so opazili tudi v hitro rastočih jetrnih celicah glodavcev AS-30D, ki so 
pokazale popolno neobčutljivost na alosterične inhibitorje citrat in ATP v prisotnosti fizioloških 
koncentracij F26P. Poleg tega so  bili encimi močno aktivirani z njihovimi aktivatorji NH4 +, AMP 
in F26P. Vendar pa narava PFK-1 izoform, ki kažejo spremembe v kinetiki encimov, ni bila 
podrobno proučena (Moreno-Sánchez in sod., 2012).  
Leta 2006 je bila v komercialno pomembni kvasovki, Aspergillus niger opisana oblika PFK-1, ki je 
bila z alosteričnimi aktivatorji aktivirana na višjo raven. Te kinetične značilnosti so bile pripisane 
podenotam velikosti 49 kDa, ki so relativno majhne PFK-1 molekule glede na druge evkariontske 
velikosti PFK-1, ki so približno 85 kDa. Nadaljnje študije so pokazale, da so krajši 49 kDa veliki 
fragmenti nastali z dvostopenjsko posttranslacijsko modifikacijo nativnega encima velikosti 85 kDa. 
Podobna posttranslacijska modifikacija naravnega mišičnega tipa PFK-1 se lahko pojavi tudi pri 
rakavih celicah sesalcev, kar posledično vodi do tvorbe aktivnih krajših fragmentov PFK-1 s 
spremenjenimi kinetičnimi parametri (Mesojednik in Legiša, 2005).  
Po posttranslacijski modifikaciji PFK-1 se aktivnost encimov ohrani, saj se aktivno mesto 
evkariontskega PFK-1 nahaja v N-terminalnem delu. Kinetične značilnosti krajših fragmentov PFK-
M pa se spremenijo. Modificirani encimi zaradi izgube C-terminalnega dela nativne molekule s 
proteolitično cepitvijo, kjer so mesta vezave citrata in tudi ATP-vezavno mesto, postanejo 
neobčutljivi na inhibicijo s povratno zvezo (Mesojednik in Legiša, 2005). 
2.3.3 Piruvat kinaza 
Zadnji nepovraten korak glikolize katalizira piruvat kinaza (PK). Ta katalizira prenos fosfatne 
skupine iz fosfoenolpiruvata (PEP) na ADP, kar daje eno molekulo piruvata in eno molekulo ATP. 
Piruvat kinaza je velika približno 57 kDa. Obstajata dva izoencima: PK-L in PK-M. PK-L se izraža 
v jetrih, ledvicah in eritrocitih, PK-M pa lahko razdelimo na dva podtipa z alternativnim 
izrezovanjem, PK-M1 in PK-M2. PK-M1 se izraža v srčni mišici, skeletnih mišicah in možganih; 
PK-M2 pa se večinoma izraža v možganih in jetrih. PK-M2 je tudi glavna oblika encima, ki jo 
najdemo pri zarodkih in tumorjih (Li in sod., 2015). 
PK je prekomerno izražena v skoraj vseh vrstah raka, kar kaže pomembno funkcijo pri glikolizi. 
Čeprav tumorske celice raje izražajo PK-M2, še vedno obstajajo kontroverznosti o tem, ali obe, 
normalna in tumorska celica, izražata PK-M2. Leta 2005 so poročali, da proliferirajoče celice in 
tumorske celice, izražajo PK-M2, vendar v različnih oblikah. Na primer, v normalnih proliferajočih 
celicah pljuč je prisotna zelo aktivna tetramerična oblika PK-M2, ki se uporablja za proizvodnjo 
piruvata. Pri celicah pljučnega raka pa vedno prevladuje dimerna oblika. Čeprav so nizko aktivne 
dimerne oblike inhibirale proces glikolize, so se zaradi tega akumulirali elementi glikolize nad 
encimom PK, kot je na primer PEP, ki lahko nato predstavlja prekurzor za anabolne procese, kot so 
sinteza nukleinskih kislin, aminokislin in fosfolipidov (Li in sod., 2015). 
Christofk in sod. (2008) so z uporabo kratke lasnične RNA (ang. short hairpin RNA) izkoreninili 
PK-M2 in jo nadomestili s PK-M1 ter ugotovili nasprotno od Warburgovega učinka – zmanjšano 
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proizvodnjo laktata in povečano porabo kisika v celicah pljučnega raka. Prav tako so odkrili, da je 
PK-M1 povezan z zmanjšano sposobnostjo tvorbe tumorjev v ksenograftih golih miši. S tem so 
pokazali, da je bila ekspresija PK-M2 potrebna in pomembna za aerobno glikolizo. Do sedaj še niso 
poročali, da je PK-M vpletena tudi v migracijo in invazijo pljučnega raka, a je zelo verjetno, da bi 
PK-M kot ključni encim glikolize igral vlogo pri vseh vidikih razvoja tumorjev, ter tako bil tudi 
učinkovit cilj pri zdravljenju pljučnega ali drugih vrst raka (Li in sod., 2015). 
2.4 SPREMENJENE SIGNALNE POTI V RAKAVIH CELICAH 
Rak spodbujajo genetske in epigenetske spremembe, ki omogočajo celicam prekomerno širjenje in 
mehanizme pobega ter običajno nadzorujejo njihovo preživetje in migracijo. Mnoge od teh mutacij 
so odgovorne za spremembe signalnih poti, ki nadzorujejo rast in delitev celic, smrt in gibljivost 
celic. Številni geni, ki so mutirani v rakavih celicah, kodirajo sestavne dele signalnih poti PI3K-Akt 
in Ras-ERK. Te spremembe signalnih omrežij poganjajo napredovanje raka s tem da omogočajo 
spremembe v tumorskem mikrookolju, angiogenezo ter vnetje. Mutacije, ki pretvarjajo celične pro-
onkogene v onkogene, lahko povzročijo hiperaktivacijo teh signalnih poti, medtem ko inaktivacija 
tumorskih supresorjev odpravi kritične negativne regulatorje signalizacije (Sever in Brugge, 2015).  
Pot PI3K-Akt je znotrajcelična pot signalne transdukcije, ki spodbuja presnovo, proliferacijo, celično 
preživetje, rast in angiogenezo kot odziv na zunajcelične signale. Ta signal je posredovan s serinsko 
in/ali treoninsko fosforilacijo niza spodnjih substratov. Ključne molekule vključene v to signalno pot 
so receptorska tirozin kinaza (RTK), fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI3K), fosfatidilinozitol-4,5-
bisfosfat (PIP2), fosfatidilinozitol-3,4,5-bisfosfat (PIP3) in AKT/protein kinaza B (Slika 3).  
RTK so receptorji na površini celic z visoko afiniteto za mnoge polipeptidne rastne faktorje, citokine 
in hormone. Ko se ligandi, kot je rastni faktor, vežejo na RTK, se dva RTK monomera približata in 
tvorita dimer, kar vodi do aktivacije intracelularne tirozin-kinazne domene in avtomatske 
fosforilacije vsakega monomera (Hemmings in Restuccia, 2012). 
PI3K je kinaza, ki je sposobna fosforilirati hidroksilno skupino na tretjem ogljiku inozitolnega obroča 
fosfatidilinozitola. PI3K je sestavljen iz dveh domen: katalitske domene P110 in regulatorne domene 
P85. Aktivacija PI3K običajno nastopi kot posledica neposredne stimulacije preko regulatorne 
podenote, ki je vezana na aktivirani receptor, ali posredne aktivacije preko drugih adapterskih 
molekul, kot je na primer protein inzulinskega receptorskega substrata (IRS) (Hemmings 
in Restuccia, 2012). 
PIP2 in PIP3 sta manjši fosfolipidni komponenti celičnih membran. PIP3 po navadi služi kot 
fosfolipid, ki veže specifične domene za spodbujanje vgradnjo beljakovin v plazemsko membrano in 
kasnejšo aktivacijo signalnih kaskad. Na poti PI3K-AKT se fosfatna skupina PIP3 veže na protein 
PDK1 ali AKT, kar sproži da se AKT protein prestavi na plazemsko membrano in omogoča PDK1 
dostop in fosforilacijo AKT v "aktivacijski zanki", kar vodi do delne PKB/Akt aktivacije. Kasneje 
fosforilacija AKT na S473 v C-terminalnem hidrofobnem delu, bodisi z mTORC2 ali z DNA-PK, 
stimulira polno aktivnost Akt (Hemmings in Restuccia, 2012). 
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Slika 3: Shema aktivacije PKB/Akt poti (Adimonye in sod., 2018) 
AKT, imenovan tudi protein-kinaza B, je serinska/treonin-specifična proteinska kinaza, ki igra 
ključno vlogo v več celičnih procesih. Ko je Akt aktiviran, Akt regulira celične procese preko 
aktivacije fosforilacije ali supresije širokega niza proteinov, ki sodelujejo pri rasti, proliferaciji, 
gibljivosti, adheziji, neovaskularizaciji in celični smrti (Hemmings in Restuccia, 2012). 
Ena od najbolje ohranjenih funkcij Akt je njegova vloga pri spodbujanju rasti celic z inhibicijo TSC2 
in posredno aktivacijo tarče za rapamicin (mTOR). mTOR je kritični regulator iniciacije prevajanja 
in biogeneze ribosoma in ima evolucijsko ohranjeno vlogo pri nadzoru celične rasti. Prekomerna 
aktivacija signalizacije mTOR pomembno prispeva k začetku in razvoju tumorjev (Hemmings 
in Restuccia, 2012). 
Pokazalo se je, da povečanje aktivnosti mTOR spodbuja napredovanje celičnega cikla in poveča 
proliferacijo celic predvsem zaradi njegovega učinka na sintezo beljakovin. Poleg tega mTOR 
podpira rast tumorja tudi posredno z zaviranjem avtofagije. Konstitutivno aktiviran mTOR ima vlogo 
pri oskrbi s kisikom in hranili celic karcinoma s povečanjem prevajanja HIF-1α in spodbujanjem 
angiogeneze. Ta lahko aktivira izražanje glikolitičnih encimov. mTOR prav tako pomaga pri 
presnovni adaptaciji rakavih celic, da podpre njihovo povečano hitrost rasti - aktivacijo glikolitične 
presnove. Akt2, substrat mTORC2, uravnava ekspresijo glikolitičnega encima PKM2 in tako 
prispeva k Warburgovemu učinku (Zheng in sod., 2018).  
Razlogov za konstitutivno aktivacijo mTOR je več. Med najpogostejšimi so mutacije v tumorskem 
supresijskem genu PTEN. Fosfatazni in tenzinski homolog (PTEN) je glavni regulacijski protein, ki 
lahko pretvori PIP3 v PIP2 in s tem negativno vpliva na signalizacijo mTOR (Hemmings 
in Restuccia, 2012). Poleg tega je mTOR aktivnost deregulirana v mnogih vrstah raka zaradi 
povečane aktivnosti PI3K ali Akt. 
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2.5 VPLIV DEREGULIRANE GLIKOLIZE NA CELICE 
V primerjavi z normalnimi celicami se pretok metabolizma glukoze in glikolize v rakavih celicah 
pospeši s povečano ekspresijo transporterjev glukoze in izooblik encimov, ki hitreje poganjajo pretok 
glukoze in se prilagodijo anaboličnim potrebam rakavih celic (Hay, 2017). Čeprav je zadnji korak 
glikolize (pretvorba PEP v piruvat) oslabljen, je kasnejša pretvorba piruvata v laktat izrazito 
povečana in večina laktata se izloči. 
Pri šestem koraku glikolize, ki ga katalizira encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, iz 
oksidirane oblike nikotinamid adenin dinukleotida (NAD+) nastane reducirani NADH. Zaradi 
okrepljenega glikolitičnega toka je NADH v citosolu vse več, NAD+ pa primanjkuje. Ker je razmerje 
med tema dvema elektronskima prenašalcema v celici pomembno za delovanje, njuno neravnovesje 
pa lahko povzroči prekinitev glikolize, so celice razvile mehanizem obnovitve NAD+ (San-Millán 
in Brooks, 2017).  
Pri aerobni glikolizi se piruvat pretvori v laktat z laktatno dehidrogenazo (LDH), pri reakciji pa se 
NADH oksidira v NAD+. Tako je ravnovesje NAD+/NADH s to reakcijo lahko delno obnovljeno. 
Zaradi reverzibilne aktivnosti laktat dehidrogenaze A (LDHA) – izoencimska oblika LDH pogosto 
v višjih količinah prisotna v rakavih celicah (Feng in sod., 2018) – se laktat začne kopičiti v celici in 
je zato potrebno izločanje laktata iz celice prek monokarboksilatnih transporterjev (MCT), da se 
reakcija še naprej odvija in da se prepreči znotrajcelično zakisanje. Encimi znotraj celice imajo 
namreč ozek pH optimum, v katerem lahko delujejo, zakisanje pa lahko močno vpliva na njihovo 
aktivnost ali pa jih dezaktivira (Even in sod., 2003). Ker laktat zavira tudi aktivnost PFK-1, je 
pomembno preprečiti njegovo znotrajcelično kopičenje, da bi se celice izognile inhibiciji drugega 
nepovratnega koraka glikolize (Leite in sod., 2011). 
Izločeni laktat pa lahko predstavlja podporne vloge za rakave celice (Slika 4). Padec pH vrednosti 
tumorskega mikrookolja potencialno podpira invazijo tumorja, deloma tudi s povečanjem ravni 
zunajceličnega vaskularnega endotelnega rastnega faktorja A (VEGFA) in proteaz. Nadalje, laktat 
lahko prevzamejo sosednje stromalne celice in ga uporabijo kot energetski substrat za podporo rasti 
ali za tvorbo piruvata, ki ga nato stroma izloči in ga kasneje prevzamejo rakave celice. V pogojih 
nizke razpoložljivosti glukoze lahko tudi rakave celice uporabijo zunajcelični laktat ali piruvat, da 
podprejo cikel TKK in zagotovijo citrat in acetil-CoA za sintezo maščobnih kislin (Hay, 2017). 
16 
Vodopivec T. Vpliv inhibicije modificirane 6-fosfofrukto-1-kinaze na metabolizem rakavih celic. 




Slika 4: Vloga laktata v tumorigenezi (San-Millán in Brooks, 2017). 
Laktat aktivira vaskularni endotelijski rastni faktor (VEGF), transformirajoči rastni faktor beta (TGF 
beta), interlevkin-1 (IL-1) in HIF-1 celo v normoksičnih oksidativnih tumorskih celicah. Kot je 
opisano zgoraj, je HIF-1 ključni regulator med premikom glikoznega metabolizma. Torej lahko več 
laktata v mikrookolju spodbuja glikolizo v rakavih celicah, kar povzroči začarani krog. Višji VEGF 
nadalje inducira tumorsko angiogenezo s spodbujanjem migracije endotelijskih celic, rekrutiranjem 
krvnih žilnih progenitorskih celic in vaskularne morfogeneze (Jiang, 2017). 
Posledica deregulirane glikolize v rakavih celicah je tudi povečano privzemanje glutamina, kot 
opisano zgoraj. Glutamin služi kot pomemben vir reduciranega dušika za biosintetske reakcije, vir 
ogljika za dopolnitev cikla TKK, proizvodnjo glutationa, služi kot prekurzor nukleotidom in sintezo 
lipidov preko reduktivne karboksilacije, zato je v zadnjem času metabolizem glutamina postal 
zanimiva tarča razvoja učinkovin proti raku (Wang in sod., 2010). 
Okrepljen glikolitični tok v rakavih celicah med drugim sproži spremembo kinetičnih značilnosti 
ključnega glikolitičnega regulatornega encima 6-fosfofrukto-1-kinaze (PFK-1). V rakavih celicah se 
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s posttranslacijsko modifikacijo po proteolitičnem cepljenju C-terminala naravnega človeškega PFK-
M tvorijo visoko aktivni krajši PFK-M fragmenti, ki so odporni na povratno inhibicijo. Kratki 
fragmenti velikosti 45-47 kDa in ne-nativni PFK-M velikosti 85 kDa so bili odkriti v štirih tumorskih 
celičnih linijah (Andrejc in Legiša, 2018). 
Ker igra modificirani PFK-1 ključno vlogo pri nadzoru stopnje glikolize, geni pa so bili dokazano 
povišano izražani pri raku (Yu in sod., 2017), bi bilo ciljanje tega ključnega encima glikolize lahko 
uspešno pri zaviranju rasti in napredovanja raka. Z zaviranjem tega encima bi se lahko izognili 
prekomernemu tvorjenju NADH, posledično pa tudi prekomerni tvorbi in izločanju laktata iz celice 
in preprečili nastanek mikrookolja ustreznega za razvoj tumorjev.  
2.6 ZNANE UČINKOVINE, KI CILJAJO METABOLIZEM RAKA 
Ciljanje metabolizma glukoze z namenom zdravljenja je lahko sistemsko – s ciljanjem sistemskega 
metabolizma, ali pa neposredno usmerjeno v ciljanje specifičnih encimov v obolelih celicah. Primer 
sistemskega ciljanja je zatiranje jetrne glukoneogeneze z anti-diabetičnimi sredstvi, kot je metformin 
ali ketogeno prehranjevanje, ki kot vir energije uveljavlja lipidno oksidacijo. Alternativa temu 
pristopu je specifično ciljanje metabolizma glukoze v tumorju, temelji pa na spreminjanju specifičnih 
biosintetičnih, bioenergetskih in signalnih procesov, ki se pojavljajo kot posledica okrepljene celične 
presnove glukoze. Oba pristopa se dopolnjujeta in se trenutno aktivno raziskujeta v kliniki (Warmoes 
in Locasale, 2014). 
Eden od pristopov z glikolizo kot tarčo je neposredno razviti eno samo anti-glikolitično sredstvo, ki 
cilja en encim z visoko specifičnostjo. Ta pristop je obetaven zato ker bi potencialno predstavljal 
manj toksičnosti, vendar je težava lahko v učinkovitosti, še posebej, če lahko tumor razvije odpornost 
z izražanjem nadomestne izoforme ciljnega encima ali vzpostavi drugi obvodni mehanizem. Dodaten 
pristop bi lahko bila anti-glikolitična zdravila, ki imajo več tarč, tako znotraj poti glikolize kot tudi 
v drugih presnovnih poteh. V odgovor na to bi lahko razvoj "umazanih zdravil" ali koktajlov 
specifičnih molekul, ki so se sposobne istočasno usmeriti v več vozlišč omrežja, predstavljal prednost 
in večjo učinkovitost (Warmoes in Locasale, 2014). 
2.6.1 Dikloroocetna kislina  
Številne učinkovine, ki zavirajo glikolizo, so trenutno predmet intenzivnih raziskav v smislu proti-
rakavih sredstev. Dikloroocetna kislina (DCA), molekulski inhibitor mitohondrijske piruvat 
dehidrogenazne kinaze, uravnava glikolizo in vitro in in vivo. DCA deluje kot strukturni analog 
piruvata in posredno aktivira kompleks piruvat dehidrogenaze (PDH), tako da inhibira fosforilacijo 
s piruvat dehidrogenazno kinazo (PDK). DCA zmanjša izražanje kinaz, preprečuje inaktivacijo PDH, 
kar omogoča pretvorbo piruvata v acetil-CoA namesto v laktat preko anaerobnega metabolizma in 
tako omogoča nadaljevanje celičnega dihanja. S tem mehanizmom delovanja DCA deluje proti 
povečani proizvodnji laktata (Michelakis in sod., 2008).   
Več in vitro in in vivo študij je pokazalo, da DCA zavira rakave celice v mnogih tumorjih, vključno 
z rakom trebušne slinavke, dojk, endometrija in jajčnikov, nevroblastoma ter T-celičnimi limfomi. 
Poročali so tudi o izboljšanih protitumorskih učinkih DCA v kombinaciji z obsevanjem ali drugimi 
zdravili (Florio in sod., 2018). 
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Zanimanje za zdravilo DCA kot zdravilo za raka se je razvilo po objavi znanstvenega članka v letu 
2007, v katerem je bilo navedeno, da sposobnost te spojine povzroča selektivno smrt človeških 
rakavih celic, ki so jih proučevali v tkivni kulturi ali po implantaciji teh celic v živalske gostitelje 
(Bonnet in sod., 2007).  
Po prvem poročilu je več neodvisnih raziskovalcev potrdilo in razširilo prvotne ugotovitve proti-
rakavega delovanja DCA v različnih človeških rakavih celicah in živalskih modelih. Te študije 
zagotavljajo dokaze, da DCA sodeluje pri temeljnih presnovnih in signalizacijskih poteh, ter s tem 
zavira maligno celično proliferacijo in lahko poveča učinek več protirakavih snovi (Ayyanathan in 
sod., 2012). 
Rezultati štirih preizkusov kliničnih preizkušanj prve faze kažejo, da se kronično jemanje DCA kot 
samostojne snovi na splošno dobro prenaša in lahko kaže učinke zmanjšanja nekaterih humanih 
tumorjev. Obstajajo dokazi, da se lahko odmerki do 6,25 mg/kg telesne teže dvakrat na dan varno 
aplicirajo večini preiskovancev (Chu in sod., 2015). 
2.6.2 3-bromopiruvat 
3-bromopiruvat (3BP) je majhna, visoko reaktivna molekula, ki nastane z bromiranjem piruvata. Leta 
2000 so odkrili protitumorske lastnosti 3BP. Študije na živalskih modelih so dokazale njegovo 
učinkovitost pri zdravljenju raka brez neželenih stranskih učinkov. To so ugotovili tudi pri omejenem 
številu bolnikov z rakom, zdravljenih s 3BP (Ko in sod., 2019). 
3-bromopiruvat (3BP) je zdravilo, ki zavira delovanje hekokinaze II z alkilacijo med glikolizo in s 
tem zavira proizvodnjo ATP ter povzroči celično smrt (Sun in sod., 2015). Poleg tega inhibira 
glikolitični encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), kar povzroči izčrpanje 
intracelularnega ATP. Več poročil je tudi pokazalo, da poleg zaviranja heksokinaze in inhibicije 
GAPDH tudi indukcija celičnega stresa prispeva k s 3-bromopiruvatom inducirani apoptozi. Poleg 
tega nedavni dokazi kažejo, da tumorske celice selektivno prevzamejo 3-bromopiruvat prek 
monokarboksilatnih transporterjev (MCT), ki so pogosto prekomerno izraženi v rakavih celicah (za 
izvoz laktata, proizvedenega med aerobno glikolizo). Prednostni prevzem 3-bromopiruvata prek 
MCT olajšuje selektivnost 3-PB, pri čemer zdravo in ne-maligno tkivo ostane nedotaknjeno. Ciljna 
specifičnost in selektivni prevzem s strani tumorskih celic poudarjajo potencial 3-bromopiruvata kot 
močnega in obetajočega sredstva proti raku (Ganapathy-Kanniappan in sod., 2013). 
Mnoga poročila jasno kažejo, da je 3BP lahko primerno kemoterapevtsko sredstvo za uporabo pri 
zdravljenju večine vrst raka. V naslednjem koraku so potrebna klinična preskušanja za boljše 
razumevanje, kako lahko 3BP pomaga pri zdravljenju raka na različnih stopnjah napredovanja. Več 
in vivo študij je pokazalo zelo obetavne rezultate. Minimalno invazivna injekcija 3BP z ultrazvokom 
je uspešno blokirala napredovanje tumorja pri implantatih raka dojke pri miših (Buijs in sod., 2013). 
Sistemska dostava mikroinkapsuliranega 3BP v kompleksu z β-ciklodekstrinom (β-CD) je bila prav 
tako učinkovita pri zaustavljanju napredovanja raka v ksenograftnem mišjem modelu duktalnega 
adenokarcinoma trebušne slinavke brez opaznih stranskih učinkov (Chapiro in sod., 2014). FDA je 
tudi odobrila uporabo polimerov, ki pomagajo 3BP pri prečkanju krvno možganske pregrade, za 
zdravljenje gliomov visoke stopnje (Azevedo-Silva in sod., 2016). 
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Kljub temu 3BP predstavlja nekaj ovir v humani onkologiji. Opaženo je bilo pomanjkanje obetavnih 
učinkov 3BP proti raku, kar je lahko posledica pospešene presnove 3BP inducirane z glutationom 
(GSH), vezave na serumske beljakovine in vezave na tiolne (SH) skupine, kar lahko nevtralizira 
njegove učinke. 3BP tudi povzroči pekoč venski občutek med intravenozno infuzijo. Majhna 
molekularna velikost 3BP, poleg prisotnosti bioloških razlik med humanimi tumorji in 
eksperimentalnimi ksenotransplantacijskimi tumorji, morda omejuje, da bi 3BP ostala dlje znotraj 
tumorskega tkiva (El Sayed, 2018). Tako je za dejansko učinkovitost in uporabnost te spojine 
potrebno nekatere lastnosti še izboljšati.  
2.6.3 3-PO (3- (3-piridinil) -1- (4-piridinil) -2-propen-1-on) 
Družina glikolitičnih regulatorjev 6-fosfofrukto-2-kinaze (PFKFB) v citosolu nadzoruje 
koncentracijo fruktoze 2,6-bisfosfata (F26P), ta pa uravnava aktivnost encima 6-fosfofrukto-1-
kinaze (PFK-1), drugega nepovratnega koraka glikolize. Še posebej je izoencim PFKFB3 reguliran 
z več onkoproteini, vključno s HIF-1α, estrogenskim receptorjem in Ras, ter je negativno reguliran s 
tumorskim supresorjem PTEN. Ker je aktivacija PFK-1 ključna regulacijska stopnja pri glikolizi, 
modulacija aktivnosti PFKFB3 in F26P neposredno vpliva na tok skozi celotno glikolitično pot. 
PFKFB3 je konstitutivno izražen v neoplastičnih celicah in je potreben za visoko glikolitično hitrost 
teh celic. Neoplastična transformacija PFKFB3 je bila pred kratkim dokazana z opažanji, da je 
heterozigotna genomska delecija gena PFKFB3 zmanjšala koncentracijo F26P, privzem glukoze, 
glikolitični tok in rast tumorjev v sinergičnih miših (Clem in sod., 2015). 
Z in silico presejanjem je bil leta 2008 identificiran antagonist PFKFB3, 3-(3-piridinil)-1-(4-
piridinil)-2-propen-1-on (3PO), ki zavira privzem glukoze, celično proizvodnjo F26P, glikolitični 
pretok v laktat in rast rakavih celičnih linij ter rast tumorja v več tumorskih modelih miši (Clem in 
sod., 2008). Razvoj derivatov 3PO je povzročil identifikacijo spojine druge generacije, PFK15, z 
izboljšano močjo proti encimski aktivnosti PFKFB3. PFK15 je zagotovil sintetično platformo za 
sintezo derivatov tretje generacije, ki so privedli do farmacevtsko kvalitetnega sredstva, PFK158, ki 
kaže povečano moč in izboljšane farmakokinetičnih lastnosti. PFK158 je trenutno v prvi fazi 
kliničnega preskušanja v MD Anderson Centru za raka, Univerzi v Louisvilleu, Univerzi v Teksasu 
San Antonio in Univerzi Georgetown, kjer še ni poročil o resnih neželenih učinkih, povezanih z 
učinkovino, a poročajo o številnih primerih stabilizacije bolezni pri bolnikih z naprednimi trdnimi 
tumorji (Clem in sod., 2015).  
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V svojem magistrskem delu sem se osredotočila na delovanje 18-ih učinkovin na T-limfocitne celice 
linije Jurkat. Učinkovine so bile pridobljene z in silico presejevanjem v sodelovanju z raziskovalnim 
laboratorijem za molekularno modeliranje teoretskega odseka na Kemijskem Inštitutu v Ljubljani. 
Tarča učinkovin je encim PFK-1, eden izmed glavnih regulatorjev glikolize. V nadaljevanju 
raziskave smo se osredotočili na delovanje dveh najbolj uspešnih učinkovin, (2-[(5-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)sulfanyl]-N-isoxazol3-yl-acetamide) in (3-methoxy-6-
(3-{1-[(5-methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)methyl]-1H15 pyrazol-3-yl}phenyl)pyridazine), ki smo jih za 
lažje poimenovanje v nadaljevanju poimenovali inhibitor številka 3 in inhibitor številka 9. Za 
potrditev specifičnosti delovanja teh učinkovin smo poskuse izvedli na celicah kvasovk S. cerevisiae 
z izbitimi lastnimi geni za PFK-1 encim in vstavljenim krajšim fragmentom gena za PFK-1, sfPFKM. 
Namen magistrskega dela je bil spremljati učinke teh dveh učinkovin na metabolizem in preživetje 
rakavih celic. Učinke, ki smo jih pričakovali so zmanjšanje produkcije laktata in posledično tudi 
zmanjšano sproščanje laktata v izvencelično okolje ter minimalen vpliv na rast, preživelost celic in 
apoptotične učinke, saj ima lahko indukcija apoptoze negativni vpliv tudi na zdrave sosednje celice 
(Schirrmacher, 2019). Hipoteza je bila, da z zaviranjem delovanja encima PFK-1 upočasnimo 
glikolizo, s tem zmanjšamo prekomerno tvorbo NADH, kar prepreči potrebo po reoksidaciji NADH 
s tvorbo laktata po redukciji piruvata. S tem bi želeli zmanjšati proizvodnjo laktata ter njegove mnoge 
pro-onkogene učinke v mikrookolju celice. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
Preglednica 1: Uporabljene kemikalije 
Proizvajalec  Kemikalije  
Megazyme, Bray, 
Irska -  
L-laktična kislina K-Late kit 
Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, ZDA 
PMS, Tripan mordo, Kloroform, Metanol, NAD, XTT (2,3-Bis(2-metoksi-4nitro-
5sulfofenil)-1H-tetrazolijev-5-karboksanilid), Sintetični medij brez uracila, Glukoza, 
Maltoza, Kvasna dušikova baza (brez aminojevega sulfata in AK), Etanol 
Lonza Group, Ltd., 
Basel, Švica 
L-Glutamin  

































Rastni medij RPMI 1640 GlutaMAX 
SIGMA-ALDRICH®, 
Steinheim, Nemčija 
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Preglednica 3: Celične kulture 
Proizvajalec Celična kultura 
ATCC, Manassas, VA, ZDA Linija Jurkat T limfocitnega limfoma (ATCC TIB-152) 
Kemijski Inštitut, Ljubljana, 
Slovenija 
Kvasovke Sacharomyces cerevisiae sev sfPFKM 
  
Preglednica 4: Naprave/pripomočki 
Proizvajalec Naprave/pripomočki 
Perkin-Elmer, Boston, MA, ZDA Spektrofotometer Lambda 25 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija Avtomatske pipete (2,5 µL, 10 µL, 20 µL, 100 µL, 200 µL, 5 mL, 10 mL), 
centrifuga 5415R, magnetno mešalo, namizna centrifuga MiniSpin, 
nastavki za pipete, termoblok »Thetmomixer comfort« 
Agilent, Santa Clara, CA, ZDA Seahorse  
Gorenje, Velenje, Slovenija  Mikravolavna pečica, hladilnik, zamrzovalna skrinja 
Hettich, Tuttlingen, Nemčija Centrifuga Universal 320R 
Thermo Fisher, Massachusetts, 
ZDA 
Countess II FL avtomatizirani celični števec 
IKA, Staufen, Nemčija Magnetno mešalo 
Iskra PIO d.o.o., Šentjernej, 
Slovenija 
Biološka brezprašna komora M18 
Kambič Laboratorijska oprema, 
Semič, Slovenija 




Spektrofotometer NanoDrop ND-1000 
Sarstedt, Numbrecht, Nemčija Centrifugirke, falkonke, nastavki za avtomatske pipete 
Tehtnica Železniki, Železniki, 
Slovenija 
Tehtnica ET-1111 
PerkinElmer, Waltham , ZDA Spektrofotometer Lambda 25 UV/VIS 
inoLab, Weiheim, Nemčija pH meter WTW series 
TovaTech, New Jersey, ZDA Ultrasonikator Elma Transsonic T460/H 
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3.2 METODE  
3.2.1 Gojenje suspenzijskih celic Jurkat 
Celična kultura levkemičnih T celic Jurkat ja bila predhodno zamrznjena na -180°C v pari tekočega 
dušika. To smo na sobni temperaturi odtalili in ji dodali 2ml gojišča RPMI z 10 % FBS, ki smo ga 
predhodno segreli na 37°C. Celično suspenzijo smo nato centrifugirali 5 min na 1200 obratov/min. 
Po končanem centrifugiranju smo supernatant zavrgli da smo odstranili DMSO, ki je bil dodan ob 
zmrzovanju celic, celice resuspendirali v 5 ml svežega gojišča in jih prenesli v plastenko s 172 cm2 
za gojenje celičnih kultur, ter to postavili v inkubator na 37°C in 5 % CO2.  
3.2.2 Merjenje koncentracije laktata Jurkat celic 
3.2.2.1 18-dnevno gojenje Jurkat celic in spremljanje produkcije laktata 
Jurkat celice smo po odmrzovanju gojili v gojišču z RPMI in 10 % FBS in na 48 ur dodajali po 5 ml 
svežega gojišča, do končnega volumna 20 ml. Ko je koncentracija dosegla vrednost 5*105-1*106 smo 
celice razdelili v 24-lukenjske plošče 3x po 250 μl celic. Inhibitorji, ki smo jih uporabili, so bili 
raztopljeni v DMSO do 10 mM koncentracije. V treh falkonkah smo napravili tri različna gojišča, 
eno kontrolno, ki je vsebovalo enako količino DMSO kot inhibitorji, drugo z dodatkom inhibitorja 
št. 3 v koncentraciji 100 μM in tretjo z dodatkom inhibitorja št. 9 v koncentraciji 100 μM. V vse tri 
luknje smo dodali po 250 μl vsakega gojišča. Vsakih 48 ur smo v vsako luknjico dodali 250 μl 
ustreznega gojišča (z inhibitorjem ali brez). Ko je bil volumen v luknjici 500 μl smo 250 μl odvzeli 
v naslednjo luknjico in ponovno dodali 250 μl svežega gojišča. Vsakih 48 ur smo vzeli po 50 μl 
gojišča od vsakega vzorca, centrifugirali na 1500 rpm 5 min in odvzeli 40 μl supernatanta ter 
zamrznili. Poskus je trajal 18 dni, vzorce smo vzeli 9x.  
3.2.2.2 72h tretiranje Jurkat celic z inhibitorji in spremljanje produkcije laktata 
Jurkat celice smo po odmrzovanju gojili v gojišču z RPMI in 10 % FBS, ter vsakih 48 ur dodajali po 
5 ml svežega gojišča do končnega volumna 20 ml, kot pri prvem poskusu. Ko je koncentracija 
dosegla vrednost 5*105-1*106 smo celice sprali s PBS in jih razdelili v 12-lukenjske plošče, po 2 ml 
celic v vsako luknjico. V vrsti A smo gojili kontrolne celice Jurkat brez dodanega inhibitorja, v vrsti 
B smo gojili celice Jurkat z dodatkom inhibitorja št. 3 v koncentracijah 25, 50, 100 in 200 μM, ter v 
vrsti C gojili celice z dodatkom inhibitorja št. 9 v koncentracijah 25, 50, 100 in 200 μM (Slika 5). 
Tokrat smo vzorce jemali 3 dni, vsakih 12 ur. Vzeli smo po 50 μl vzorca iz vsake luknjice, 5 min 
centrifugirali na 1500 rpm in zamrznili.   
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Slika 5: Shema postavitve koncentracije inhibitorjev na 12-lukenjski plošči pri poskusu merjenja 
koncentracije laktata pri Jurkat celicah. 
3.2.2.3 Merjenje koncentracije laktata 
Koncentracijo laktata smo merili z Megazyme K-LATE kitom po navodilih proizvajalca. Postopek 
je potekal pri 340 nm valovne dolžine, v 1 cm širokih plastičnih kivetah, pri temperaturi 25°C. V 
kiveto smo dodali 1.58 ml mQ vode, 0.01 ml vzorca, 0.5 ml pufra, 0.1 ml nikotinamid adenin 
dinukleotid (NAD+/PVP) in 0.02 ml suspenzije glutamat piruvat transaminaze (D-GTP) ter izmerili 
absorbanco pri 340 nm. Po 3 min pa dodali še 0.02 ml suspenzije laktat dehidrogenaze (L-LDH) in 
po 10 min ponovno izmerili absorbanco pri 340 nm. Iz pridobljenih podatkov izmerjenih absorbanc 




∗ ∆𝐴            … (1) 
Kjer je V končni volumen (2,23 ml), MW molekulska masa laktata (90,1 g/mol), ε ekstrinzični 
koeficient NADH pri 340 nm (6300 l * mol-1 * cm-1), d je dolžina poti (1 cm), v je volumen vzorca 
(0,01 ml), ∆A je razlika absorbance izmerjene pred in po dodatku L-LDH, kateri smo odšteli razliko 
absorbanc slepega vzorca. 
3.2.3 Merjenje živosti in števila celic Jurkat 
Živost in število celic smo merili z uporabo Countess™ avtomatskega števca celic. Na podlagi smo 
dodali 10 µL vzorca in 10 μL barvila tripan modro ter s pipetiranjem navzgor in navzdol nežno 
premešali celice. 10 µL celic smo nato nanesli na števno ploščo in jo vstavili v števec. S pritiskom 
na gumb Zoom smo prilagodili sliko ter se pomaknili na lokacijo na plošči, ki smo jo želeli analizirati. 
Sliko smo optimizirali tako, da so imele žive celice svetle centre in temne robove, mrtve celice pa so 
bile enotne modre barve brez svetlih središč. Ko je bila slika optimalna, smo pritisnili gumb Count 
cells. Analiza traja približno 30 sekund na vzorec, na zaslonu pa se prikaže število živih, mrtvih, 
skupno število celic ter odstotek živosti, kar smo odčitali in zabeležili. 
3.2.4 Merjenje koncentracije NADH s testom XTT 
Tetrazolijeve soli so široko uporabljene za detekcijo reagentov pri bioloških celičnih testih. 
Tetrazojiveva barvilo druge generacije, 2,3-Bis(2-metoksi-4nitro-5sulfofenil)-1H-tetrazolijev-5-
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karboksanilid (XTT), se uporablja za posredno detekcijo celične proliferacije, citotoksičnosti in 
testov apoptoze, preko spremljanja koncentracije piridinskih nukleotidov v celicah 
(NADH/NADPH). XTT se reducira v topen rahlo oranžen derivat z različnimi celičnimi efektorji. Z 
uporabo fenazin metosulfata (PMS) kot vmesnega elektronskega prenašalca se občutljivost testa 
XTT poveča, saj pospeši XTT redukcijo in nastanek rahlo oranžnega formazana. Obarvanje se zgodi 
zaradi prelomitve pozitivno nabitega kvartarnega tetrazolnega obroča. 
Pri naši metodi smo XTT reducirali preko direktne reakcije z NADH, pri tem pa je nastala temno 
oranžna do rdeča barva, v odvisnosti od količine proizvedenega NADH. XTT je celično 
nepermeabilen zaradi negativnih žveplovih skupin in zato potrebuje foto-kemično stabilen vmesni 
elektronski sprejemnik, kot je to 1-metoksi-PMS, ki omogoči redukcijo NADH ali NADPH (Slika 
6). Elektroni so preko elektronske transportne verige transportirani od znotrajceličnega NADH k 
zunajceličnem prenosniku elektronov PMS preko NADH oksidoreduktaze na notranji strani 
plazemske membrane. S tem smo določali razmerje reducirajočih in oksidacijskih nukleotidov 
NADH in NADPH. Obe molekuli delujeta kot elektronska nosilca in tako spremljamo redoks stanje 
v celicah.  
 
Slika 6: Shema prenosa NADH do XTT (Lutter in sod., 2017). 
Jurkat celice s koncentracijo 6,4*105 celic/ml smo po 100 μl nasadili na ploščo s 96 luknjami. Celice 
smo tretirali s štirimi različnimi koncentracijami inhibitorja št. 3 in inhibitorja št. 9 – 25, 50, 100 in 
200 μM ter kot kontrolo nanesli celice brez inhibitorja, kot je prikazano na sliki 7. Za vse 
koncentracije smo izvedli 4 tehnične ponovitve. 
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Slika 7: Shema postavitve celic Jurkat in koncentracij inhibitorjev na plošči s 96 luknjami. Koncentracije so v 
μM. 
Celice smo nato 12 ur inkubirali na 37°C ob prisotnosti inhibitorja št. 3 ali 9 ter kontrolne celice brez 
dodanega inhibitorja. Pripravili smo mešanico XTT in na 37°C segretega aktivacijskega reagenta 
PMS tako, da smo v 2 ml XTT dodali 0,04 ml PMS in dobro premešali. Po 12-ih urah inkubacije 
celic smo v vsako luknjico s celicami dodali 50 μl reagenta. Ploščo smo nato postavili v termostat in 
z uporabo bralca mikrotiterskih plošč po 4 urah pomerili absorbanco pri 470 nm in 630 nm. 
Specifična absorbanca vzorca iz vsake luknjice je izražena matematično po naslednji formuli:  
       Specifična absorbanca = A470nm(vzorec) – A470nm(ozadje) – A630nm(vzorec) … (2) 
Pridobljene podatke smo statistično analizirali.  
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Test s kvasovkami S. cerevisiae z izbitimi lasnimi geni za PFK-1 encim in vstavljenim genom za 
krajši fragment PFK-M, sfPFKM, smo opravili z namenom, da potrdimo specifičnost delovanja 
inhibitornih molekul na encim PFK-1. 
3.2.5.1  Priprava gojišč in nacepitev kvasovk 
Minimalno gojišče z glicerolom in etanolom 
Na začetku smo 24 ur vse kvasne transformante gojili na dopolnjenem minimalnem gojišču, ki je 
vsebovalo sintetični medij brez uracila, ter 1 % glicerola in 1 % etanola kot nefermentirajoče vire 
ogljika. Kot vir dušika smo uporabili dušikovo bazo kvasa brez aminokislin in amonijevega sulfata 
z dodatkom 0,625 mg glutamina. 
Minimalno gojišče z glukozo/maltozo in dodatki 
Za pripravo plošč smo s pomočjo magnetnega mešala 0,192 g kvasnega sintetičnega medija brez 
uracila, 1 g glukoze ali maltoze (v prvem poskusu smo dodali 0,5 g, v drugem 1 g ter v tretjem 0,25 
g glukoze/maltoze) ter 1,5 g agarja zmešali z vodo, nato pa raztopino avtoklavirali. Po avtoklaviranju 
smo raztopini dodali 10 ml 10 x YNB  brez amonijevega sulfata in aminokislin z dodatkom 0,625 
mg glutamina. To smo kasneje, ohlajeno na približno 40°C zmešali in vlili v plošče z luknjami. 
Plošče smo pustili člez noč na sobni temperaturi, da se strdijo. Pred inokulacijo s celicami smo dodali 
še 40 µl etanola. 
3.2.5.2  Priprava plošč za spremljanje rasti 
Na ploščo s 24 luknjami smo v vsako dodali po 1 ml 1 % minimalnega glukoznega gojišča z agarjem 
in 10 μl posameznega inhibitorja št. 3 in št. 9. Kot kontrolo smo uporabili 1 % maltozno gojišče z 
agarjem. Kulturo kvasovk smo po 24-ih urah gojenja v submerzni kulturi z glicerolom in etanolom 
na stresalniku prenesli v 50 ml falkonko ter jih centrifugirali 5 min na 4500 obratih/min, po 
centrifugiranju smo odlili supernatant in dodali 5 ml mQ vode ter ponovno centrifugirali 5 min na 
4500 obratih/min. Po končanem centrifugiranju smo odlili supernatant in jih redčili z MQ vodo, na 
vrednost OD=1 pri 600nm, kar je ekvivalentno koncentraciji kvasnih celic približno 3*107 celic/ml 
(Day in sod., 2004). Ko so se gojišča v luknjicah strdila smo na gojišča nacepili po 10 μl spranih 
celic kvasovk. Kvasovke smo pustili rasti čez vikend v termostatu s 30°C in nato opazovali rezultate 
rasti s spremljanjem nastanka kolonij v luknjicah (ang. spot assay). 
V naslednjem poskusu smo na ploščo s 24 luknjami dodali inhibitor št. 3 in 9 v koncentracijah 50 in 
100 μM in v vse luknjice razen v luknjice prve vrste dodali po 1 ml 0,25 % minimalnega glukoznega 
gojišča z agarjem. V dve luknji prve vrste pa kot kontrolo dali minimalno 0,25 % maltozno gojišče 
z agarjem brez dodatka inhibitorjev ter v dve luknji minimalno 0,25 % glukozno gojišče brez dodatka 
inhibitorjev (Slika 8). Po 24 urah gojenja kulture v submerzni kulturi z glicerolom in etanolom na 
stresalniku, smo celice sprali in zbrali po istem postopku kot pri prvem poskusu. Od pridobljene 
redčitve kvasnih celic, ki smo jo umerili na spektrofotometru OD600=1, smo odvzeli dvakrat po 0,5 
ml suspenzije in v naslednjih 4-ih korakih naredili serijo redčitev celic v epicah 10-1, 10-2, 10-3 in 10-
4, kar je predstavljalo koncentracije celic 3*106, 3*105, 3*104 in 3*103 celic/ml. V vsako od osmih 
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epic smo dodali po 2 μl inhibitorja (v štiri inhibitor št. 3, v druge štiri inhibitor št. 9) ter počakali 5 
min. Nato smo nacepili po 10 μl kulture v vsako luknjico v padajoči koncentraciji celic od neredčenih 
do redčitve 10-4 (Slika 8). Kulturo smo na gojiščih pustili nekaj dni in pogledali rezultate rasti 
kvasovk z opazovanjem pojava kolonij v luknjicah (ang. spot assay). 
  
Slika 8: Shema nastavitve poskusa s kvasovkami. Krogec brez barve – odsotnost inhibitorja. Rumena – 
inhibitor št. 3. Modra – inhibitor št. 9. 
3.2.5.3  Spremljanje rasti in analiza podatkov 
Rast celic smo spremljali z opazovanjem pojava kolonij v luknjicah (ang. spot assay). Zaradi 
časovnega intervala, ki je bil na voljo za izvedbo vseh poskusov, smo lahko poskus s kvasovkami 
ponovili samo enkrat in statistična analiza pridobljenih podatkov ni bila mogoča. 
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3.2.6 Ekstrakcija metabolitov Jurkat celic 
3.2.6.1  Priprava raztopin 
Dan pred poskusom smo pripravili 0,9 % fiziološko raztopino in jo dali v hladilnik. Po 2 ml 80 % 
metanola smo razdelili v 6 petrijevk premera 6 cm in jih spravili v zmrzovalnik na -20°C. Pripravili 
smo tudi kloroform in ga spravili na -20°C. 
3.2.6.2  Priprava celic 
Jurkat celice smo odmrznili 13 dni pred ekstrakcijo metabolitov po standardnem postopku. Na 48 ur 
smo dodajali sveže gojišče RPMI. Po 10 dneh smo naredili prvo pasažo in kulturo celic razdelili v 
tri plastenke s 172 cm2 po 7 ml ter dodali po 7 ml gojišča RPMI. Po dveh dneh gojenja smo celice iz 
ene plastenke prestavili v 6-lukenjsko ploščo v vsako po 1 ml celic. V dve luknji smo dodali po 2 ml 
RPMI gojišča brez inhibitorjev, v drugi dve luknji smo dodali po 2 ml RPMI gojišča s 100 μM 
koncentracijo inihibitorja št. 3, v zadnji dve luknji pa isto količino RPMI gojišča s 100 μM 
koncentracijo inhibitorja št. 9 kot je prikazano na sliki 9. Celice smo dva dni pustili v 6-lukenjski 
plošči z inhibitorji in nato začeli postopek ekstrakcije. 
 
Slika 9: Shema zastavitve poskusa na 6-lukenjski plošči. 
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3.2.6.3  Izvedba ekstrakcije metabolitov 
Pred ekstrahiranjem smo prešteli celice Jurkat. Koncentracije so bile:  
 Za celice brez inhibitorja – 2,0*106  in 2,5*106 
 Za celice z dodanim inhibitorjem 3 – 9,7*105 in 1,4*106 
 Za celice z dodanim inhibitorjem 9 – 6,5*105 in 4,6*105 
Po izmerjeni koncentraciji celic smo iz obeh luknjic celic brez inhibitorja dali po 3 ml na sesalni 
filtrirni sistem s porami velikosti 0,4 μm. Z uporabo 50 mbar podtlaka smo celice prefiltrirali in jih 
nato dvakrat sprali s 5 ml fiziološke raztopine. Filter s celicami smo nato hitro postavili v ploščo z 2 
ml na -80°C ohlajenega metanola – s celicami na filtru obrnjenimi navzdol. Postopek smo ponovili 
tudi za celice tretirane z inhibitorjema št. 3 in 9. 
Tri plošče z metanolom in filtri smo nato izpostavili sonifikaciji na Ultrasonikatorju za 30 sekund, s 
čimer smo razbili celične membrane in omogočili sproščanje vsebine celic v zunajcelično okolje. 
Celično suspenzijo vključno s celicami smo prenesli v 10 ml centrifugirko in dodali kloroform ter 
mQ vodo. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min na 2500 rpm, pri 4°C. Po centrifugiranju smo dobili 
3 faze – polarno, vmesno in nepolarno fazo (Slika 10). 
 
Slika 10: Faze po centrifugiranju celične suspenzije Jurkat. Polarna ali vodna faza, vmesna faza z metanolom, 
ter nepolarna ali kloroformna faza. 
Iz centrifugirke smo odpipetirali 1,5 ml polarne (vodne) faze in jo prestavili v 2 ml epice. Te smo za 
2 h prestavili v evaporator na 35°C. Po sušenju smo vzorcem dodali 50 μl mQ vode ter jih zamrznili 
na -80°C do nadaljnje analize z masnim spektrometrom. 
3.2.7 Meritve celične porabe energije s SeaHorse XFp analizatorjem  
Seahorse XFp analizator v živih celicah vzporedno meri dve glavni energijski poti celic - 
mitohondrijsko dihanje in glikolizo, z merjenjem izvenceličnega nivoja zakisanja (ECAR) in stopnjo 
porabe kisika (OCR), preko polprevodniške senzorske kartuše v formatu mini plošče (Slika 11). 
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Analizator energetskega metabolizma deluje z večino tipov celic, vključno s suspenzijskimi celicami 
Jurkat.  
3.2.7.1  Priprava celic Jurkat 
Celice Jurkat smo nagojili po istem postopku kot opisano zgoraj. 24 ur pred poskusom smo celice 
tretirali z inhibitorji št. 3 in 9 v koncentracijah 100 μM in jih za 24h pustili v inkubatorju na 37°C. 
3.2.7.2  Hidracija XFp Seahorse senzor kartuše 
Vsaka sonda kartuše senzorja je prevlečena s trdnim senzorskim materialom, ki detektira spremembe 
v pH in koncentracijah kisika v času. V kartušo (Slika 11, sredina) smo 24h pred poskusom za 
hidracijo v luknjice vlili po 200 μl sterilne mQ vode, v jarke okoli vsake luknjice pa 400 μl mQ vode. 
Eno uro pred poskusom smo vodo odlili iz kartuš in dodali v luknjice in jarke okoli po isto količino 
XFp kalibratorja. Pred začetkom poskusa smo v kartušo na vrhu senzorja, v luknjice dodali 
reagentsko mešanico, ki smo jo predhodno pripravili in je vsebovala 1 µM oligomicin A in 0,25 µM 
karbonil cianid-4-(triflorometoksi)fenilhidrazon (FCCP). Senzor smo nato pred poskusom dali v 
analizator, kjer se je 20 minut kalibriral. 
 
Slika 11: Levo senzorji na pokrovu kartuše, na sredini pomožna plošča z luknjicami in senzorska kartuša 
skrajno desno. 
3.2.7.3  Priprava 8-lukenjskih plošč za celice 
Dan pred eksperimentom smo v plošče dodali po 50 μl poly-L-lizina, ki posede celice, v koncentraciji 
50 μg/ml in pustili preko noči v inkubatorju.  
3.2.7.4  Potek Seahorse XFp eksperimenta 
Končna koncentracija celic v luknjici je morala biti 3,33*106 celic/ml. Iz kontrole in vsakega vzorca 
smo vzeli 400 μl kulture in jo 3 minute centrifugirali na 1500 obratov na minuto. Odstranili smo 
supernatant in razredčili z Aligentovim XF Base meduim – minimal DMEM, kateremu smo dodali 
glukozo do koncentracije 10 mM, glutamin do koncentracije 2 mM in Na-piruvat do koncentracije 1 
mM, ter nastavili pH vrednost na 7,4. Dodali smo ustrezno količino medija, da smo prišli do 
koncentracije 3,33*106 celic/ml. Mini ploščo smo pred napolnitvijo sprali z vodo, s čimer smo 
odstranili odvečen poly-L-lizin, nato pa v luknjice A in H dodali 50 μl medija brez celic za kontrolo 
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in ozadje, v luknjice B, C in D smo dodali kontrolne skupine celic (brez inhibitorja) v luknjice E, F 
in G pa smo dodali tretiranih celic z inhibitorjem št. 3 ali 9 (Slika 11). Mini ploščo smo napolnjeno 
centrifugirali 1 minuto pri 300 rpm, da so se celice posele na dno in nato inkubirali 30 minut v 
termostatu na 37°C, da so se celice vezale na poly-L-lizin, ki je bil vezan na dnu luknjic. Po inkubaciji 
smo dodali še 130 μl Aligent XF Base medija in dali v analizator ter počakali eno uro, da so se analize 
izvedle. Podatke smo nato statistično obdelali. 
3.2.8 Statistična analiza podatkov 
Pridobljene podatke pri poskusu z dodanim XTT in analizo celične porabe energije s Seahorse XFp 
analizatorjem smo statistično obdelali s programom SPSS (IBM SPSS verzija 25.0, Chicago, IL, 
ZDA). Za vse spremenljivke smo izračunali povprečne vrednosti in standardne odklone. Normalnost 
porazdelitve smo preverili s Kolmogorov-Smirnovim testom. Učinke dodanih inhibitorjev in 
spremembe v primerjavi s kontrolnimi vzorci smo preverili s t-testom za odvisne vzorce. 
Dvostranska meja statistične značilnosti je bila postavljena: p ≤ 0,05.  
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4.1 TEST VSEH INHIBITORJEV NA PRODUKCIJO LAKTATA PRI JURKAT 
CELICAH 
V prvi fazi smo na celicah Jurkat izvedli poskus, kjer smo preizkusili učinke osemnajstih različnih 
inhibitorjev (inhibitorji št. 1 do št. 18) v koncentraciji 100 µM na rast celic in proizvodnjo laktata. 
Kot kontrolo smo imeli celice v gojišču brez dodanega inhibitorja. Celice smo gojili v gojišču z 
RPMI in jim vsakih 12 ur izmerili koncentracijo laktata, do 48-ih ur. Slika 12 predstavlja 
koncentracijo laktata v odvisnosti od časa za vseh 18 inhibitorjev. Poskus je bil izveden dvakrat, 
rezultati zaviranja produkcije laktata pa so bili v obeh primerih najboljši za inhibitorja št. 3 in št. 9. 
Za najbolj reprezentativen prikaz rezultatov smo na sliki 12 prikazali rezultate samo enega poskusa, 
brez ponovitev. Tu smo najbolj opazne spremembe v izločanju laktata, v primerjavi s kontrolnimi 
celicami, videli pri celicah z dodanim inhibitorjem št. 3 in inhibitorjem št. 9 (na sliki 12 označeno s 
puščicami). Koncentracija laktata po 84-ih urah je bila ob dodatku inhibitorja št. 3 16,9 mg/ml, ob 
dodatku inhibitorja št. 9 pa 15,3 mg/ml. Povprečje koncentracije laktata z dodanimi drugimi 
inhibitorji je bilo 31,5 mg/l. Zaradi uspešnosti zaviranja produkcije laktata smo se odločili nadaljnje 
poskuse nadaljevati z inhibitorjema št. 3 in št. 9.   
 
Slika 12: Spremembe koncentracije laktata v gojišču v prisotnosti različnih inhibitorjev (inhibitor št. 1 do št. 
18; št. 0 predstavlja celice brez dodanega inhibitorja), v času 48 ur.  
4.2 UČINEK INHIBITORJEV 3 IN 9 NA LASTNOSTI JURKAT CELIC V 72 URAH 
Za bolj natančno spremljanje proizvodnje laktata smo poskus ponovili na 12-lukenjskih ploščah in 
različnimi koncentracijami inhibitorjev št. 3 in št. 9. Celice so bile tretirane s koncentracijami 25, 50, 
100 in 200 µM vsakega inhibitorja. V določenem časovnem okvirju smo spremljali produkcijo 
laktata v mediju ter število in živost celic. Izvedli smo tri biološke ponovitve, a zaradi spremenjenih 
parametrov pri različnih poskusih, kot je koncentracija dodanega inhibitorja, podatke nismo mogli 
med seboj primerjati in jih statistično obdelati. V nadaljevanju so prikazani rezultati pridobljeni iz 
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4.2.1 Produkcija laktata  
V preteklosti je Warburg opazil, da so rakave celice pri gojenju v 13 mM glukozi povzročile 70-
kratno povečano kopičenja laktata. Po njegovih izračunih pred desetletji je bil prevzem arterijske 
glukoze v tumorskih celicah približno 47–70 % v primerjavi z 2–18 % v normalnih tkivih in tumorske 
celice so pretvorile 66 % absorbirane glukoze v laktat (San-Millán in Brooks, 2017).  
V našem poskusu smo želeli ugotoviti učinek inhibitorjev št. 3 in 9 na Warburgov učinek z merjenjem 
stopnje proizvodnje laktata rakave T celične linije Jurkat v gojišču z dodanima inhibitorjema v 
primerjavi s proizvodnjo laktata celic v gojišču brez dodatka inhibitorjev.  
Produkcijo laktata smo spremljali na 12 ur, skupaj 72 ur. Ugotovili smo postopno padanje hitrosti 
tvorbe laktata v odvisnosti od koncentracije inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata 
kontrolnih celic brez inhibitorjev (Slika 13 in Slika 14). Laktat se še kopiči do približno 36 ur, potem 
pa se kopičenje vidno ustavi pri celicah z dodanima inhibitorjema. Koncentracija laktata v gojišču z 
dodanim inhibitorjem št. 3 v koncentraciji 200 µM je v 72 urah dosegla 6 mg/l, medtem ko so ne-
tretirane celice po 72 urah producirale laktat v koncentraciji 38,1 mg/l. Pri dodanem inhibitorju št. 9 
v koncentraciji 200 µM je po 72 urah koncentracija laktata narasla na samo 4,2 mg/l.  
 
Slika 13: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijami laktata v 
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Slika 14: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijami laktata v 
gojiščih z dodanim inhibitorjem št. 9 v različnih koncentracijah (25, 50, 100 in 200 µM) v odvisnosti od časa. 
4.2.2 Število celic 
Poleg proizvodnje laktata smo za učinkovitost delovanja inhibitorjev št. 3 in 9 spremljali tudi število 
celic in prisotnost citostatičnega učinka inhibitorjev št. 3 in št. 9 v obdobju 72 ur. V kulturah z 
dodanimi inhibitorji smo pričakovali zmanjšano hitrost rasti celične linije Jurkat, vendar pa želimo 
čim manjši učinek citostatičnosti, zaradi potencialnih stranskih učinkov na normalne celice. 
Zmanjšana hitrost rasti rakavih celic bi bila posledica zmanjšanega metabolnega pretoka preko 
glikolize, s tem pa bi dosegli upočasnitev napredovanja raka v telesu.  
Pri merjenju delovanja inhibitorjev št. 3 in 9 na število celic v kulturi (Slika 15 in Slika 16) smo 
opazili, da število celic in posledično tudi hitrost rasti obratno sorazmerno upada s koncentracijo 
inhibitorja. Pri inhibitorju št. 9 vidimo večji upad števila celic pri najvišji koncentraciji inhibitorja. 
Po 72 urah je bilo v luknji s kontrolnimi celicami kar 2,4-krat več celic, kot v luknji z dodano 200 
µM koncentracijo inhibitorja št. 3 in 3,7-krat višje število celic kot v luknjici z dodano 200 µM 
koncentracijo inhibitorja št. 9. Ob dodanih nižjih koncentracijah inhibitorjev št. 3 in št. 9, smo večji 
citostatični vpliv opazili pri inhibitorju št. 3. Z večanjem koncentracije inhibitorja št. 3 do 100 µM je 
koncentracija celic na mililiter sorazmerno padala in dosegla 1,2*106 celic/ml, medtem ko 
koncentracije celic z dodanim inhibitorjem št. 9 v koncentracijah vključno s koncentracijo 100 µM, 
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Slika 15: Število celic v gojišču brez inhibitorjev v primerjavi s številom celic v gojiščih z različnimi 
koncentracijami inhibitorja št. 3 v času 72h. 
 
Slika 16: Število celic v gojišču brez inhibitorjev v primerjavi s številom celic v gojiščih z različnimi 
koncentracijami inhibitorja št. 9 v času 72h. 
4.2.3 Živost celic  
Pri poskusu delovanja inhibitorjev št. 3 in 9 smo opazovali tudi živost celic. Želeli smo ohraniti čim 
večjo živost celic in preprečiti indukcijo apoptoze ali nekroze, kar bi pomenilo manjšo toksičnost 
inhibitorjev. 
Opazili smo solidno vzdrževanje živosti celic tudi ob dodanih inhibitorjih v različnih koncentracijah, 
živost po 72 urah pri koncentracijah do vključno s koncentracijo 100 µM inhibitorjev 3 in 9, ni padla 
pod 95 % in 97 %, v tem zaporedju (Slika 17 in Slika 18). Viden upad živosti je bil opažen le pri 
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Slika 17: Živost celic v gojišču brez dodanih inhibitorjev v primerjavi z živostjo celic v gojišču z dodanimi 
različnimi koncentracijami inhibitorja št. 3 v odvisnosti od časa. 
 
Slika 18: Živost celic v gojišu brez dodanih inhibitorjev v primerjavi z živostjo celic v gojišču z dodanimi 
različnimi koncentracijami inhibitorja št. 9 v odvisnosti od časa. 
4.3 DOLGOTRAJNO KONTINUIRNO GOJENJE JURKAT CELIC IN PRODUKCIJA 
LAKTATA 
Nazadnje smo Jurkat celice 18 dni tretirali v gojiščih z dodanima inhibitorjema št. 3 in št. 9 v 
koncentracijah 100 µM. Kot kontrolo smo imeli celice brez dodanega inhibitorja. Poskus je trajal 18 
dni, laktat smo izmerili na 48 ur, in sicer 9-krat. Po 18 dneh smo videli razlike v koncentraciji laktata 
v gojišču pri celičnih kulturah brez inhibitorja v primerjavi s koncentracijami laktata pri celicah z 
dodanim inhibitorjem. Večji vpliv zmanjšanja produkcije laktata je bil opazen pri inhibitorju številka 
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Slika 19:  Koncentracije laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja ter z dodanima inhibitorjema št. 3 in 9 v 
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4.4 TEST TRANSFORMIRANIH KVASOVK 
Proučena je bila rast seva transformiranih celic kvasovk S. cerevisiae z izbitimi lastnimi PFK geni 
in vnesenim človeškim genom sfPFKM, ki omogoča sintezo za rakave celice specifičnih aktivnih 
krajših fragmentov PFK-1 encima, na fermentirajočih sladkorjih v primerjavi z divjim sevom in 
sevom transformiranim z nativnim človeškim encimom PFK-1 (Andrejc in sod., 2017). Ugotovili so, 
da nekateri zaščitni mehanizmi v transformatah kvasovk preprečujejo škodljivo neomejeno glikolizo, 
in ne rastejo na hitro fermentirajočih sladkorjih (glukoza in fruktoza), kot edinim virom ogljika. Če 
so celice kvasovk najprej gojili v mediju z nefermentabilnimi viri ogljika, glicerolom in etanolom, 
ter nato prenesli na predhodno gojene celice v gojišče z glukozo ali maltozo, so z in vitro testom 
ugotovili opazno višje PFK-1 aktivnosti pri kvasovkah z vnesenim genom sfPFKM v primerjavi s 
sevom divjega tipa. Končno so opredelili pogoje rasti, ki so omogočili hitrejšo proliferacijo celic 
kvasovk, ki kodirajo krajše humane PFK-M fragmente kot tiste z naravnim humanim PFK-M 
encimom kot edino obliko PFK-1.  
4.4.1 Rast transformantov na glukozi z dodanimi inhibitorji 
Da bi preverili, ali naši izbrani inhibitorji vplivajo na delovanje krajšega fragmenta encima PFK-M, 
smo spremljali rast transformiranih kvasovk S. cerevisiae pri pogojih, ki so jih opredelili v omenjeni 
raziskavi (Andrejc in sod., 2017). Naša predpostavka je bila, da se bodo delujoči inhibitorji vezali na 
visoko aktivni PFK-1 encim, znižali njegovo aktivnost in posledično inhibirali prekomerno 
produkcijo NADH, ter s tem preprečili negativne vplive porušenja NADH/NADPH razmerja v 
celicah, te pa bodo rasle. V prvem poskusu smo celice gojili na 1 % glukoznem gojišču, kot kontrolo 
pa smo uporabili 1 % maltozno gojišče, ter gojišče z glukozo brez dodanih inhibitorjev (Slika 20). 
Na ploščo smo dodali inhibitorja št. 3 in 9 v koncentracijah 50 in 100 µM, nato pa dodali še 
transformirane kvasovke v vsako luknjico in opazovali njihovo rast.  
 
Slika 20: Rast celic z dodanima inhibitorjema št. 3 in 9 v koncentracijah 50 in 100 µM. 
Opazili smo popolno zaustavitev rasti celic kvasov S. cerevisiae na gojiščih z 1 % glukozo kot edinim 
virom ogljika, z dodanimi inhibitorji ali brez dodanih inhibitorjev. Opazili smo rast na maltoznem 
gojišču, kar se sklada z rezultati, ki so jih opazovali Andrejc in sod. (2017). Sklepali smo, da je 
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koncentracija glukoze previsoka in onemogoča rast celic zaradi porušenja NADH/NADPH 
ravnovesja, ter da je začetna koncentracija nacepljenih celic previsoka.  
Naslednji poskus smo zastavili tako, da smo zmanjšali koncentracijo glukoze na 0,25 % ter nacepili 
celice kvasovk v padajočih koncentracijah. V luknjice smo dodali inhibitorje št. 3 in 9 v 
koncentracijah 50 in 100 µM, kot pri prejšnjem poskusu, koncentracije kulture kvasnih celic pa smo 
nacepili v padajočih koncentracijah 3*107, 3*106, 3*105, 3*104 in 3*103 celic/ml, kot je prikazano 
na Sliki 21. 
 
Slika 21: Rast celic z dodanima inhibitorjema št. 3 in št. 9 v koncentracijah 50 in 100 µM, pri različnih 
koncentracijah celic kvasovk.  
Opazili smo zaustavitev rasti celic kvasovk sorazmerno s padanjem števila celic, ki smo jih nacepili 
v luknjice, kar smo ocenili z opazovanjem razrasti kolonij v luknjicah. V prisotnosti višje 
koncentracije (100 µM) inhibitorjev št. 9 in št. 3 smo opazili večji razrast kolonije rast tudi pri nižji 
koncentraciji celic, kot v primerjavi z nižjo koncentracijo inhibitorjev (50 µM).  
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4.5 DOLOČANJE KOLIČINE REDUCIRANIH PIRIDINSKIH NUKLEOTIDOV 
CELIC S TESTOM XTT 
Test XTT deluje na podlagi pretvorbe tetrazolijeve soli v formazan, pri čemer pride do spremembe 
obarvanja, ki jo zaznamo z merjenjem absorbance pri 470 nm. Zanimala nas je količina reduciranih 
piridinskih nukleotidov (NADH) celic po izpostavitvi inhibitorju št. 3 in 9. Pripravili smo znane 
koncentracije celic Jurkat, ki smo jim metabolno aktivnost določali s pomočjo testa XTT, ki izmeri 
količino reduciranih piridinskih nukleotidov.  
S testom XTT smo želeli ugotoviti, kako izpostavljenost različnim koncentracijam inhibitorjev št. 3 
in 9 po štirih urah tretiranja vpliva na bazen NADH. Kot kontrolo smo imeli celice brez dodanih 
inhibitorjev, kar smo identificirali kot bazalno koncentracijo NADH, ostale pa primerjali glede na to. 
Na slikah 22 in 23 so prikazana povprečja izračunanih specifičnih absorbanc z intervali napake za 4 
tehnične ponovitve poskusa za celice tretirane z različnimi koncentracijami inhibitorjev št. 3 in 9. 
 
Slika 22:  Specifična absorbanca gojišča z Jurkat celicami ob dodatku inhibitorja št. 3 v različnih 
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Slika 23: Specifična absorbanca gojišča z Jurkat celicami ob dodatku inhibitorja št. 9 v različnih 
koncentracijah (0,25,50,75 in 100 µM). 
Količino piridinskih nukleotidov smo merili po štirih urah od inkubacije z inhibitorji. Opazna je bila 
zmanjšana količina reduciranih piridinskih nukleotidov pri celicah, ki so bile tretirane z inhibitorji 
št. 3 ali 9, v primerjavi z netretiranimi celicami. Razlika je bila pri obeh poskusih največja za najvišjo 
koncentracijo inhibitorja (100 µM). Ko smo primerjali izračunano absorbanco netretiranih celic s 
tretiranimi celicami smo opazili povprečno 15,7 % in 17,7 % razliko, za inhibitor št. 3 in inhibitor št. 
9, v tem zaporedju, vendar razlika v absorbanci ni statistično značilna za nobeno koncentracijo 
dodanega inhibitorja (p > 0,05). Gre za razlike, ki jih ne moremo pripisati znižanju nivoja NADH 
zaradi delovanja inhibitorjev encima PFK-1. 
4.6 EKSTRAKCIJA METABOLITOV 
Pri ekstrakciji metabolitov smo odmrznjene vzorce testirali z masno spektrometrijo za analizo in 
identifikacijo metabolitov. Zaradi nizkih koncentracij metabolitov v ekstraktih analiza metabolitov 
ni bila uspešna.  
4.7 EKSPERIMENT Z ANALIZATORJEM ENERGETSKEGA PRETOKA 
SEAHORSE XFP 
Z analizatorjem energetskega pretoka smo z različnimi protokoli določili glikolitične kapacitete 
Jurkat celic. Prednost te naprave pred tradicionalnimi metaboličnimi testi je simultana meritev 
glikolize na podlagi stopnje izločanja protonov in mitohondrijske respiracije z merjenjem porabe 
kisika v realnem času na relativno nizkem številu celic brez kakršnekoli potrebe po označevanju 
metabolitov celic. Osnovni protokol primerja kontrolne celice s tretiranimi celicami in da informacijo 
o dveh poteh nastajanja energije – celičnem dihanju in stopnji glikolize preko izvenceličnega 
zakisanja. Protokol nam omogoča ocenjevanje razlik med metabolizmom netretiranih Jurkat celic in 
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Preko glikolize celice proizvajajo ATP neodvisno od kisika in s tem tudi laktat in protone. Seahorse 
XFp analizator meri stopnjo glikolize prek meritev zunajcelične stopnje zakisanja (ECAR). 
Mitohondriji porabijo kisik, ko oksidirajo maščobne kisline ali druge substrate za produkcijo ATP. 
Seahorse XFp analizator v tem primeru meri mitohondrijsko dihanje s stopnjo porabe kisika (OCR) 
celic. 
Na slikah 24 in 25 je razvidno, da netretirane Jurkat celice kažejo višji ECAR v primerjavi s celicami, 
ki so tretirane z inhibitorjem št. 3. ali inhibitorjem št. 9. Zmanjšano izločanje laktata izven celic 
tretiranih z inhibitorjema je verjetno razlog za zmanjšan ECAR v primerjavi s kontrolo. Razlike v 
stopnji ECAR med kontrolo in tretiranimi celicami z inhibitorjem št. 3 so v vseh časovnih statistično 
značilne (p < 0,05) in v povprečju znašale 18,15 mpH/min, medtem ko so razlike med kontrolnimi 
celicami in celicami tretiranimi z inhibitorjem št. 9 statistično značilne (p < 0,05) za prve tri časovne 
točke, njihovo povprečje pa je 14,47 mpH/min. Pri 20 minutah se opazi zvišanje glikolitične 
aktivnosti zaradi dodatka oligomicina, ki inhibira ATP sintazo in FCCP, ki zaustavlja oksidativno 
fosforilacijo, ter tako omogoči večji glikolitični tok tako pri tretiranih kot ne-tretiranih celicah z 
inhbitorji.  
 
Slika 24: Povprečna stopnja ECAR s standardnimi odkloni pri tretiranih celicah z inhibitorjem št. 3 v 
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Slika 25: Povprečna stopnja ECAR s standardnimi odkloni pri tretiranih celicah z inhibitorjem št. 9 v 
primerjavi z kontrolnimi celicami v odvisnosti od časa. 
Na slikah 26 in 27 je razvidno, da netretirane Jurkat celice kažejo višji OCR v primerjavi s celicami, 
ki so tretirane z inhibitorjem št. 3. ali inhibitorjem št. 9. Pri 20 minutah se opazi zvišanje privzema 
kisika zaradi dodatka oligomicina, ki inhibira ATP sintazo in FCCP, ki zaustavlja oksidativno 
fosforilacijo. Inhibicija ATP sintaze in zaviranje oksidativne fosforilacije je pojav, ki vpliva na 
proizvodnjo ATP v mitohondrijih in oksidacijo, povzroči bolj intenzivni prevzem kisika pri celicah, 
ki so tretirane z inhibitorji, v primerjavi s kontrolnimi celicami. Razlika v stopnji OCR med tretjo 
(20 min) in četrto (26 min) časovno točko (po dodatku oligomicina in FCCP) je za tretirane celice z 
inhibitorjem št. 3 na meji statistične značilnosti (t = -3,880; p = 0,06), medtem ko za kontrolne celice 
ni statistično značilna (p = 0,248). Pri inhibitorju št. 9 je je razlika med tretjo in četrto časovno točko 
za tretirane celice statistično značilna (t = -6,583, p = 0,022), medtem ko razlika za tretirane celice 
ni statistično značilna (p = 0,482). Večja razlika v OCR po dodatku oligomicina in FCCP je vidna 
pri inhibitorju št. 9, kjer smo opazili povprečno razliko 23,51 pmol/min, medtem ko je bila razlika v 
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Slika 26: Povprečna stopnja OCR s standardnimi odkloni pri tretiranih celicah z inhibitorjem št. 3 v 




Slika 27: Povprečna stopnja OCR s standardnimi odkloni pri tretiranih celicah z inhibitorjem št. 9 v 
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5.1 PRODUKCIJA LAKTATA, RAST IN ŽIVOST CELIC JURKAT TRETIRANIH Z 
INHIBITORJI ŠT. 3 IN ŠT. 9 
Povečano število bolnikov z rakom, odpornost celic na zdravila proti raku in obsevanje, ter neželeni 
stranski učinki previsokih odmerkov zdravil zahtevajo več raziskav odkrivanja novih načinov 
zdravljenja raka. Razvoj sodobnih tehnologij ponuja edinstvene možnosti za iskanje in odkrivanje 
novih zdravilnih spojin, eden izmed teh načinov pa je in silico virtualno rešetanje molekul iz velikih 
baz podatkov. S to metodo se preiskuje velike knjižnice virtualnih molekul z uporabo računalniške 
tehnologije, z namenom preiskati in reducirati obstoječi kemijski prostor na nekaj razredov spojin, 
ki so z veliko verjetnostjo aktivne na preiskovani tarčni molekuli. Na tak način so na Kemijskem 
Inštitutu v Ljubljani, v Laboratoriju za Molekularno modeliranje, prišli do več deset molekul, ki se 
potencialno vežejo na ATP vezavno mesto 3D kristalne strukture mišičnega tipa humane 6-
fosfofrukto-1-kinaze (PFK-M). V prvem koraku smo na celični liniji akutne T-celične levkemije 
Jurkat preizkusili delovanje 18-ih molekul. Učinek, ki smo ga pričakovali je zmanjšana koncentracija 
laktata v izvenceličnem okolju, zato smo 48 ur spremljali  naraščanje koncentracije laktata v gojišču. 
Kot je razvidno na sliki 12, smo učinek znižanja laktata opazili pri inhibitorjih št. 3, 8, 9 in 11. Zaradi 
najbolj očitnega znižanja produkcije laktata pri inhibitorjih št. 3 in št. 9, smo se nadaljnje poskuse 
odločili izvajati s temi inhibitorji. 
Delovanje inhibitorjev št. 3 in 9 na tumorsko celično linijo Jurkat smo preverjali s spremljanjem 
produkcije laktata, hitrosti rasti celic ter živosti celic v odvisnosti od različnih koncentracij 
inhibitorjev.  
Opazili smo opazen učinek obeh inhibitorjev, št. 3 in št. 9, na produkcijo laktata. Poleg tega smo 
opazili tudi koncentracijsko odvisnost stopnje produkcije laktata od koncentracije posameznega 
inhibitorja, saj se je z višjo koncentracijo inhibitorjev skladno nižala (Slika 13 in 14). Omejitev 
produkcije laktata je izjemno pomembna, saj ima povišana koncentracija laktata v izvenceličnem 
okolju v tumorju, več pro-onkogenih značilnosti. Laktat je metabolit, ki je vključen v pomembne 
korake karcinogeneze, kot so: angiogeneza, imunski pobeg, migracija celic, zasevki in samozadostna 
presnova (San-Millán in Brooks, 2017). V našem primeru je bilo delovanje inhibitorjev na zmanjšano 
produkcijo laktata pri Jurkat celicah opazno šele po približno 36 urah, kar nakazuje na to, da molekule 
inhibitorjev morda težje prehajajo membrane in se njihova intracelulna koncentracija le počasi 
zvišuje. Zanimivo je, da po tem ko je bila nadaljnja sinteza laktata zaustavljena, koncentracija laktata 
v gojišču ni padala, kar pomeni da celice v prisotnosti glukoze in ostalih hranil ne morejo uporabljati 
laktata kot vir ogljika. Dve neodvisni raziskovalni skupini sta namreč pred kratkim pokazali, da 
rakave celice lahko uporabljajo laktat za rast(Hui in sod., 2017; Faubert in sod., 2017). Ugotovili so, 
da pljučne tumorske celice privzamejo laktat iz krvi in ga spremenijo v piruvat, ter s tem podprejo 
cikel citronske kisline. Te študije so bile prve, ki so pokazale, da se ne le glukoza in glutamin, temveč 
tudi laktat lahko uporablja kot vir za cikel citronske kisline. V našem primeru ponovno privzemanje 
laktata s strani celic ni bilo opazno, lahko pa je to posledica pomanjkanja receptorjev na celicah za 
privzemanje laktata. Razlika med učinkom inhibitorja št. 3 in inhibitorja št. 9 v zaviranju produkcije 
laktata je zanemarljiva, saj je bila koncentracija laktata ob 200 µM koncentraciji vsakega inhibitorja, 
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pri inhobitorju št. 3 6,1 mg/l in pri inhibitorju št. 9 4,2 mg/l po 72 urah, v primerjavi s koncentracijo 
laktata 38,1 in 41,9 mg/l v gojišču rakavih celic Jurkat, ki niso bile tretirane z inhibitorji.  
Poleg proizvodnje laktata smo za učinkovitost delovanja inhibitorjev št. 3 in št. 9 spremljali tudi 
število celic v obdobju 72 ur. V kulturah z dodanimi inhibitorji smo želeli čim manjši citostatični 
vpliv na celice Jurkat. Izraz citostatik označuje agresivno snov, ki se uporablja za medicinsko 
zdravljenje. Citostatična zdravila upočasnijo ali ustavijo rast specifičnih celic z zaviranjem njihove 
celične delitve. Glede na svoj specifični mehanizem delovanja citostatična zdravila na različne načine 
motijo delitev celic, na primer z motenjem metabolizma. Ti nimajo lokalnega učinka na določene 
dele telesa, temveč vplivajo na celoten organizem. Njihove tarče so predvsem tiste celice, ki rastejo 
zelo hitro. S citostatičnim efektom sicer upočasnimo proliferacijo rakavih celic, a obstaja velika 
verjetnost da bi bil citostatični efekt viden tudi pri normalnih hitro delečih celicah, kot so celice v 
kostnem mozgu, ki nenehno nadomeščajo krvne celice, in tiste v črevesni sluznici in koži (vključno 
z lasnimi mešički), ki te strukture nenehno obnavljajo, zato želimo minimalen citostatični efekt (Eitel 
in sod., 2000). Kljub temu smo opazili citostatični vpliv na celice, ki je bil večji pri inhibitorju št. 3. 
Število celic je bilo po 72 urah znatno nižje pri celicah, ki so bile tretirane z inhibitorjem št. 3 ali 9 v 
najvišjih koncentracijah, v primerjavi s celicami, ki niso bile tretirane. Celice so v primeru tretmaja 
z najvišjimi koncentracijami inihibtorja št. 3 dosegle koncentracijo 1,3*106 celic/ml, v primeru 
tretmaja z inhibitorjem št. 9 0,84*106 celic/ml, v kontrolni paralelki brez tretmaja z inhibitorjem pa 
so celice dosege koncentracijo 3,1*106 celic/ml. Pri obeh inhibitorjih smo opazili citostatičen učinek, 
vendar velja poudariti, da je bil ta pri inhibitorju št. 3 premosorazmeren s koncentracijo inhibitorja, 
medtem ko pri inhibitorju št. 9 citostatičen učinek ni bil tako intenziven do vključno s koncentracijo 
100 µM in število celic ni padlo pod 2,2*106 celic/ml. Manjši citostatični učinek inhibitorja št. 9 kaže 
na smiselno uporabo v nadaljnjih raziskavah.  
Spremljali smo tudi citotoksičnost delovanja inhibitorjev na celice s tem da smo izmerili živost celic 
z uporabo Countess™ avtomatskega števca celic po barvanju s Tripan modrim. Zaznali smo nizko 
citotoksičnost na celice, saj živost do vključno s 100 µM koncentracijo inhibitorjev, ni padla pod 95 
oz. 97 % za inhibitor št. 3 in inhibitor št. 9, v tem zaporedju. Pri 200 µM koncentraciji inhibitorjev 
smo po 72 urah opazili padec živosti na 89 in 92 %, za inhibitor št. 3 in inhibitor št. 9, v tem zaporedju. 
To kaže, da višje koncentracije inhibitorjev delujejo toksično na celice, vendar pa nižje koncentracije 
nimajo citotoksičnega efekta. Želeli smo imeti čim manjše učinke na živost celic, da citotoksičnost 
inhibitorjev ne bi vplivala tudi na delovanje normalnih celic. V primeru najboljšega scenarija bi z 
optimalnim delovanjem inhibitorjev zmanjšali stopnjo glikolize z zmanjšanjem prekomerne 
aktivnosti visoko aktivnih oblik PFK-1, ki so značilne za rakave celice, na nivo aktivnosti pri 
normalno reguliranem PFK-1, s tem pa bi preprečili prekomerno tvorbo NADH, saj ne bi bilo več 
potrebe za hitro reoksidacijo piruvata v laktat – ohranjal bi se redoks potencial v celicah. S tem bi se 
preprečila tudi visoka koncentracija laktata v izvenceličnem okolju. Nižja koncentracija laktata v 
izvenceličnem okolju bi nadalje omejila njegove pro-onkogene lastnosti, kot so podpora 
angiogeneze, imunski pobeg, migracija, metastaziranje in samozadostna presnova rakavih celic. Tak 
učinek inhibitorja bi bil idealen kot podporna terapija drugim oblikam zdravljenja (npr. 
imunoterapiji), saj bi zaradi opisanih lastnosti lahko potencialno omogočali višjo občutljivost rakavih 
celic na zdravljenja z drugimi načini, neželeni stranski učinki pa bi se znatno zmanjšali. V idealnem 
scenariju bi lahko taka učinkovina tudi samostojno dolgoročno ustavila rast tumorjev, saj bi se ustavil 
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proces angiogeneze in metastaziranja, kasneje pa bi počasi zaradi optimalnega pH avtohtone imunske 
celice obvladovale raka. 
V primeru delovanja majhne inhibitorne molekule FX11, ki inhibitorno deluje na laktat 
dehidrogenazo A so ugotovili nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (ROS) zaradi prekomernega toka 
v TKK (Le in sod,. 2010). V določenih primerih uporabe učinkovin, ki delujejo na določene tarče 
metabolizma rakavih celic, se sicer ukine prekomerno kopičenje laktata, vendar se ohrani 
prekomerna tvorba ROS, ker ostane glikoliza deregulirana, kar naprej poganja onkomutacije in 
spremembe v agresivnosti raka. Medtem ko zaustavimo deregulirano glikolizo se posledično zmanjša 
tudi produkcija ROS. V našem primeru z znižanjem aktivnosti PFK-1 zmanjšamo dereguliran 
metabolni pretok preko glikolize kar prepreči tudi prekomerno tvorbo ROS. S sistemom 
dolgotrajnega gojenja Jurkat celic (Slika 19), ki je trajal 18 dni, smo opazili, da se hitrost tvorbe 
laktata ob prisotnosti inhibitorjev št. 3 in št. 9 s časom ni povečala. To bi lahko kazalo na to, da v 
rakavih celičnih kulturah ni prišlo do nobenih pleiotrofnih sprememb, in tako ni šlo za deregulacijo 
na nivoju gena, temveč za deregulacijo na nivoju encima. Lahko bi sklepali, da tudi v primeru 
dolgotrajnega gojenja celic s prisotnimi inihbitorji, ni nobenega obhodnega mehanizma, ki bi 
ponovno vzpostavil povečano produkcijo laktata, vendar tega brez nadaljnjih raziskav ne moremo 
trditi.  
5.2 RAST TRANSFORMIRANIH CELIC S. CEREVISIAE OB DODATKU 
INHIBITORJEV ŠT. 3 IN ŠT. 9 
V naslednjim koraku smo preizkušali delovanje inhibitorjev na rast sfPFKM seva celic kvasovk 
Saccharomyces cerevisiae z vstavljenim človeškim genom za kratki fragment encima PFK-1 
velikosti 47 kDa, z namenom preverjanja specifične vezave inhibitornih molekul na encim PFK-1.  
Saccharomyces cerevisiae je kvasovka, ki se uporablja v biotehnologiji po vsem svetu, predvsem 
zaradi svoje dobro poznane fiziologije in s tem povezanih ključnih vlog v mnogih fermentacijskih 
procesih hrane in drugih industrijskih procesih (Phaff in sod., 2011). Gre za enega najbolj intenzivno 
proučenih evkariontskih modelnih organizmov v molekularni in celični biologiji. Glukoza je 
prednostni vir ogljika za divji tip S. cerevisiae. Čeprav celice kvasovk lahko za rast uporabljajo širok 
razpon virov ogljika, prisotnost glukoze v mediju zavira uporabo drugih virov ogljika in molekularne 
aktivnosti, ki sodelujejo pri uporabi nadomestnih virov ogljika, ter zavira dihanje in glukoneogenezo. 
Ta učinek prevladujoče presnove glukoze v kvasu je usklajen z več signalnimi in presnovnimi 
interakcijami na transkripcijski, ter tudi post-transkripcijski ravni (Kayikci in Nielsen, 2015). Več 
študij se je osredotočilo tudi na odziv S. cerevisiae na visoko koncentracijo glukoze. Ugotovili so 
spremembo izražanja genov vključenih v odzivu na stres, katabolno represijo, ki je pojav utišanja 
genov za encime vključene v metabolizem drugih virov ogljika, pa tudi spremenjeno izražanje genov 
povezanih z oksidativno fosforilacijo in ciklom TKK, kar kaže na zaviralni učinek metabolizma s 
povišano koncentracijo glukoze v mediju (Gomar-Alba in sod., 2015).  
Ob visoki stopnji glikolize se v celici ruši redoks razmerje NADH/NADPH. Piridinski-nukleotidi 
NAD+/NADH in NADP+/NADPH igrajo osrednjo vlogo pri presnovi kvasovk. NADH se 
prednostno uporablja pri katabolni presnovi, medtem ko je NADPH na splošno potreben za anabolne 
reakcije. Kvasovka S. cerevisiae ne more pretvarjati NADH v NADPH zaradi odsotnosti 
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transhidrogenazne aktivnosti (Bruinenberg in sod., 1983). Vzdrževanje redoks ravnotežja je pogoj 
za žive celice, da ohranijo presnovno aktivnost in omogočijo rast.  
Hitrost glikolize je v celicah strogo nadzorovana, predvsem z encimom PFK-1. Ta encim je 
alosterično inhibiran z ATP, kar zmanjša njegovo afiniteto za fruktozo-6-fosfat, poleg tega pa je 
inhibiran tudi ob povišani koncentraciji citrata v citosolu (Usenik in Legiša, 2010). Krajši, 47 kDa 
velik fragment PFK-1 encima, ki je prisoten v transformiranih celicah kvasovk sfPFKM, kaže večje 
aktivnosti. To omogoči visoko stopnjo glikolize in porušenje redoks potenciala v celicah, ter 
posledično ne-uspevanje teh sevov kvasovk na enostavnem viru ogljika, glukozi (Andrejc in sod., 
2017). Poleg tega so ugotovili, da transformante S. cerevisiae uspevajo na bolj kompleksnem viru 
ogljika, maltozi, zaradi počasnejše presnove tega vira ogljika, saj je maltoza disaharid, ki ga mora 
celica najprej razgraditi na 2 glukozi in tako predstavlja dolgotrajnejši vir ogljika za celico. Ob hitri 
presnovi ogljikovih virov, predvsem v prisotnosti sladkorjev, ki se hitro asimilirajo, se v celici začne 
rušiti redoks ravnotežje. NADH se zaradi visoke stopnje glikolize začne nabirati v celici, ter tako 
onemogoči rast celic. To ravnotežje kvasne celice lahko nekoliko izboljšajo s presnovo etanola, ki je 
dodan v gojišče. Tega lahko celice namreč pretvorijo preko encima alkohol dehidrogenaze ali pa 
encima od NADP+ odvisne acetaldehid dehidrogenaze v acetaldehid ali acetat, ob tem pa nastaneta 
dve molekuli NADPH, kar popravi redoks potencial v celicah (Boubekeur in sod., 2001). Tako celice 
kvasovk z dodanim etanolom boljše rastejo na omenjenih virih ogljika, zaradi izboljšanja redoks 
potenciala v celicah (Andrejc in sod., 2017). Aktivnost krajšega fragmenta encima PFK-1 je bila 
dokazano višja v primerjavi z ativnostmi nativnega encima PFK-1 kvasovke ali človeškega nativnega 
PFK-1 encima. Opazili so tudi, da divji sev in sev z nativnim humanim encimom raste na glukozi. 
Ob zmanjšanju aktivnosti krajšega fragmenta, bi lahko predvidevali, da bi transformirane celice 
sfPFKM seva S. cerevisiae uspevale tudi na hitro asimilirajočih virih ogljika, kot je glukoza (Andrejc 
in sod., 2017).  
Dodatek inhibitorja št. 3 in št. 9 vpliva na rast transformant S. cerevisiae, saj smo s točkovnim testom 
opazili rast kvasnih celic na viru glukoze, kot je razvidno na sliki 23. Pri poskusu smo uporabili 
različne koncentracije inhibitorjev št. 3 in  št. 9 ter opazili, da višje koncentracije inhibitorjev bolje 
delujejo na zaviranje aktivnosti encima in omogočajo boljšo rast kvasnih celic. To smo opazili pri 
obeh inhibitorjih, št. 3 in št. 9. Boljšo rast pripisujemo nižji stopnji glikolize zaradi zaviranja PFK-1 
encima z inhibitorji, posledično pa tudi izboljšanju redoks ravnotežja v celici, ki imajo tako 
optimalne pogoje za rast. Poleg rasti transformant S. cerevisiae ob dodatku inhibitorjev št. 3 in št. 9, 
bi bilo dobro spremljati še aktivnosti encima PFK-1 ob dodanih inhibitorjih, saj bi lahko tako še bolj 
specifično dokazali delovanje teh učinkovin na encim PFK-1.  
5.3 EKSTRAKCIJA METABOLITOV TRETIRANIH CELIC JURKAT 
Analiza metabolitov je obetaven pristop ne le za razumevanje presnovne regulacije v rakavih celicah, 
ampak tudi za prepoznavanje biomarkerjev raka na zgodnji stopnji in za napoved odziva na 
kemoterapijo. Ekstrakcijo metabolnih intermediatov glikolize celic Jurkat smo izvedli z namenom, 
da bi dobili vpogled v koncentracijske nivoje vseh vmesnih metabolitov glikolize prisotnih v citosolu 
celic tretiranih z izbranimi inhibitorji. Poskus smo izvedli po standardnem postopku (Sapcariu in 
sod., 2014). Dodali smo korak filtracije suspenzijskih celic Jurkat, da bi dobili zadostno število celic 
v vzorcu. Gojišče s celicami smo filtrirali s pomočjo vakuumske črpalke, s podtlakom 50 mbar, da 
smo jih ločili od gojišča. Pri procesu je pomembna hitra zaustavitev metabolnih procesov v celicah, 
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v časovni točki analize in fazi celic, ki jo želimo raziskovati, saj se lahko metabolni profil celice 
spremeni v samo nekaj sekundah (Ewald in sod., 2009). Za zaustavitev metabolne aktivnosti celic 
smo uporabili metanol ohlajen na -80°C, ki velja za učinkovito sredstvo ekstrakcije z minimalnimi 
izgubami metabolitov (Bi in sod., 2013). Po filtraciji smo filtrni papir s celicami čim hitreje prenesli 
v ohlajen metanol. Ko so presnovni procesi ustavljeni, je naslednji korak liziranje celic, kar smo 
izvedli z ultrazvokom na sonifikatorju, da membrane popolnoma lizirajo, kar omogoča učinkovitejšo 
ekstrakcijo vseh biomolekul. Medtem ko metanol in voda izločajo polarne metabolite iz vzorca, je 
potrebno nepolarne metabolite ločiti z nepolarnim topilom. Za to smo uporabili kloroform z 
mešanico metanola in vode, da smo učinkovito ločili polarne in nepolarne molekule. Po pretresanju 
dobimo jasno ločeno polarno in nepolarno fazo z natančno določeno interfazo, ki vsebuje beljakovine 
in nukleinske kisline. Vzorce z vodno fazo smo nato zamrznili na -20°C, do analize z masnim 
spektrometrom. Žal analiza zaradi koncentracije metabolitov pod mejo detekcije masnega 
spektrometra ni bila uspešna, zato nimamo oprijemljivih rezultatov.  
Sklepamo, da je nizko vsebnost metabolitov povzročilo pregrobo filtriranje gojišča s celicami, ali pa 
prenizka koncentracija vzorčnih celic. Za boljše rezultate bi bilo v prihodnje potrebno uporabiti višji 
podtlak, za optimalno razmerje med hitrostjo ločevanja celic od substrata in preprečitvijo popokanja 
celic v tem postopku. Poleg tega, bi se lahko tej težavi lahko izognili tudi tako, da bi poskus ponovili 
na adherentnih celicah, kjer bi gojišče enostavno odsesali, celice pa čim hitreje prelili z ohlajenim 
metanolom in jih postrgali ter ekstrahirali. Tako je vključitev koraka čiščenja celic za adhezivne 
kulture lažja, saj se lahko hitro izvede pred zaustavitvijo metabolizma celic (Kapoore in sod., 2016). 
Ob optimalni metodi, kjer bi bila ekstrakcija metabolitov uspešna in tako omogočena masna 
spektrometrija, bi ob prisotnosti inhibitorjev št. 3 in št. 9 v primerjavi s celicami, ki niso tretirane, 
pričakovali nivo intermediatov glikolize višji pred stopnjo PFK-1 encima, saj bi z inhibitorji želeli 
doseči nižjo stopnjo delovanja tega encima, posledično pa bi se intermediati višje v glikolizi nabirali, 
saj bi ostali encimi obdržali visoko stopnjo aktivnosti, značilno za rakave celice. Vključno s tem se 
ne bi spreminjal nivo povišano izraženih glukoznih transporterjev v celicah, saj z inhibitorji ne bi 
imeli vpliva nanje, tako pa bi glukoza še vedno v povečanih količinah vstopala v celico.  
5.4 VREDNOTENJE METABOLIZMA TRETIRANIH CELIC JURKAT Z 
INHIBITORJI ŠT. 3 IN ŠT. 9 
Testi s tetrazolijevimi solmi na mikroploščah (MTA) se široko uporabljajo za preverjanje razmerja 
med preživetjem celic, rastjo in diferenciacijo ter za raziskovanje povezav med presnovo celic, 
oksidativnim stresom in programirano celično smrtjo (Berridge in sod., 2005). MTA testi temeljijo 
na intenzivno obarvanih formazanih, ki so posledica redukcije tetrazolijevih soli. S kolorimetričnimi 
testi tako izmerimo prisotnost in koncentracijo formazana, to pa tvori osnovo teh natančnih sistemov, 
ki so tehnično prilagodljivi in imajo možnost velike pretočnosti vzorcev.  
XTT je pred kratkim razvit tetrazolijev analog, ki se pretvori v vodotopni formazan s sistemom 
sukcinatne dehidrogenaze, ki spada v dihalno verigo mitohondrijev in je aktivna le v živih celicah. 
Mitohondrijska sukcinatna dehidrogenaza reducira rumeno tetrazolijevo sol v topni oranžni 
formazan preko oksidacije NAD+. Število nastalega formazana je sorazmerno s količino NADH 
(Kabała-Dzik in sod., 2017). Vzorcem smo s testom XTT spektrofotometrično izmerili absorbanco 
na 470 nm, kar je v skladu s priporočilom proizvajalca, ter tako izmerili aktivnost celic v prisotnosti 
inhibitorjev št. 3 in št. 9, stopnjo pa primerjali z netretiranimi celicami. Pomembno je omeniti, da 
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stopnja spremembe barve ni neposredno sorazmerna s številom živih celic, temveč z dejavnostjo 
omenjenega integriranega niza encimov v celici, ki uporabljajo kofaktor NADH. Ta metoda omogoča 
le zmerno zanesljivo merilo živosti oziroma stopnje metabolizma v večini preko količine glikolitično 
reduciranega NAD(P)H (Berridge in sod., 2005).  
Absorbanco smo merili v času 4h. Prva ugotovitev je bila, da smo pri celicah tretiranih z inhibitorji 
št. 3 in št. 9 opazili nižjo absorbanco v primerjavi z netretiranimi celicami, kar pomeni nižjo stopnjo 
nastajanja formazana, vendar razlika v izračunani specifični absorbanci za noben vzorec z dodanimi 
različnimi koncentracijami inhibitorjev ni bila statistično značilna (p > 0,05). Vzrok tako ne moremo 
pripisati višji koncentraciji oksidiranega NAD+ in znižanemu nivoju NADH v citosolu zaradi 
zniževanja stopnje glikolize z inhibitorji. Sklepali bi, da višja koncentracija inhibitorja bolj zaustavi 
metabolizem celic in v večji meri zmanjša količino NADH v citosolu celic. Zavedati pa se moramo, 
da je v prisotnosti inhibitorjev zmanjšana tvorba laktata, ki nastaja ob re-oksidaciji prekomernega 
NADH. Nastanek laktata je torej posledica prekomerne tvorbe glikolitičnega NADH, ta proces pa ni 
več potreben, če je produkcija glikolitičnega NADH zmanjšana. V obeh primerih pa ostaja razmerje 
NADH/NADPH v celicah podobno, da se ohranja primeren redoks potencial. V tem smislu so naši 
rezultati logični, saj nismo opazili statistično značilnih razlik v nivojih NAD(P)H med tretiranimi in 
netretiranimi celicami. 
5.5 HITROST PORABE KISIKA IN STOPNJA ZUNAJCELIČNE ZAKISANOSTI 
TRETIRANIH CELIC JURKAT MERJENA S SEAHORSE XFP TEHNOLOGIJO 
Celice sesalcev ustvarjajo ATP z oksidativno fosforilacijo, ki poteka v mitohondrijih in glikolizo, ki 
poteka izven mitohondrijev. Znano je, da rakave celice reprogramirajo metabolizem z uporabo 
različnih strategij za zadovoljevanje energijskih in anabolnih potreb (Koppenol in sod., 2011). 
Merjenje hitrosti porabe kisika (OCR) in hitrosti zunajceličnega zakisanja (ECAR) v živih celicah z 
uporabo zunajceličnega analizatorja glikolitične kapacitete omogoča natančno analizo produkcije 
laktata, kot stranskega produkta glikolize, ter privzema kisika v mitohondrije. Analizator 
izvenceličnega toka nenehno meri koncentracijo kisika in protonski tok v supernatantu celic (Wu et 
al., 2007). Te meritve se pretvorijo v vrednosti OCR (oxygen consumption rate) in ECAR 
(extracellular acidification rate) in omogočajo neposredno kvantitativno določitev mitohondrijskega 
dihanja in stopnje glikolitičnega toka.  
Celice imajo različne OCR glede na njihovo fazo rasti in potrebe po presnovi. Hitro rastoče 
(eksponencialne) celice sesalcev porabijo kisik pri višji hitrosti, kot jih opazimo v stacionarni fazi. 
V teh primerih se stopnja OCR spreminja od 1,5- do 5-kratnega povečanja (Wagner in sod., 2011). 
Zanimivo je, da lahko v nekaterih primerih celice v lag fazi porabljajo kisik z večjimi hitrostmi kot 
pri eksponentni rasti. Proces, ki se zgodi med fazo lag, je prilagoditev celic na izvencelično redoks 
okolje. Za prilagoditev redoks statusu izvenceličnih tiolov je potreben velik pretok skozi pentoza 
fosfatni cikel in s tem veliko povpraševanje po ATP in posledično nastane večja potreba po kisiku 
(Anderson in sod., 2007). Vendar pa OCR v različnih fazah celičnega cikla in rasti potrebuje še 
natančnejše študije, s čimer se bo zagotovilo jasno razumevanje teh povezav. 
S Seahorse XFp analizatorjem smo poskušali oceniti bazalno mitohondrijsko delovanje in 
mitohondrijski stres rakave celične linije Jurkat kot odgovor na inhibitor št. 3 in inhibitor št. 9, da bi 
52 
Vodopivec T. Vpliv inhibicije modificirane 6-fosfofrukto-1-kinaze na metabolizem rakavih celic. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 
raziskali njihov vpliv na primarni metabolizem. Celice so bile inkubirane v mediju RPMI 1640 
GlutaMAX z 10 % FBS in smo jih 24 h pred poskusom tretirali z inhibitorji v koncentraciji 100 µM. 
Kot je vidno na slikah 24, 25, 26 in 27, netretirane celice Jurkat kažejo višje ECAR in OCR vrednosti 
v primerjavi s tretiranimi celicami pred in po dodatku oligomicina A in FCCP. Med preučevanjem 
vpliva inhibitorjev št. 3 in št. 9 na primarni metabolizem smo ugotovili, da se proizvodnja laktata 
statistično značilno zmanjša za oba inhibitorja (p < 0,05). Zmanjšano izločanje laktata pri celicah 
tretiranih z obema inhibitorjema, je posledica zmanjšane glikolitične kapacitete in posledično nižje 
stopnje zakisanja izvenceličnega okolja (nižja stopnja ECAR) pri celicah tretiranih z inhibitorjema 
št. 3 in št. 9, v primerjavi z netretiranimi celicami. Čeprav je dodatek oligomicina A in FCCP-ja po 
20-ih minutah povečal ECAR pri celicah, ki so bile tretirane z inhibitorji, je bil isti učinek viden tudi 
pri netretiranih celicah. 
Oligomicin A zavira mitohondrijsko ATP sintazo in zmanjša OCR, FCCP pa povzroči kolaps 
protinskega koncentracijskega gradienta in vdor protonov v mitohondrijski matriks. To ima za 
posledico hitro tvorbo vode ob redukciji kisika s protonom, kar dvigne OCR na največjo vrednost. 
Protokol stresnega testa za mitohondrije nam da informacije o bazalnem dihanju, ATP-povezanem 
dihanju, puščanju protonov, največji sposobnosti dihanja in ne-mitohondrijskem dihanju celic. Zato 
lahko ta test uporabimo za vpogled v mehanizem delovanja spojin, ki posredno ali neposredno ciljajo 
na mitohondrijsko dihanje (Plitzko in Loesgen, 2018). 
Inhibicija ATP sintaze in zaustavitev oksidativne fosforilacije močno vplivata na mitohondrijsko 
produkcijo ATP in dihanje, ter povzročijo bolj intenzivni privzem kisika v celice (OCR), tretirane z 
obema inhibitorjema, v primerjavi z netretiranimi celicami. Razlika v OCR po dodatku oligomicina 
in FCCP je bila pri celicah tretiranih z inhibitorjema statistično značilna (p < 0,05), medtem, ko 
razlika v OCR pri netretiranih celicah ni bila v nobenem poskusu statistično značilna (p > 0,05), 
zaradi česar sklepamo, da je bil privzem kisika v netretiranih celicah neznačilen. To bi lahko bila 
posledica tega, da inhibiran encim PFK-1 zniža glikolitični tok in zmanjša potrebo po redukciji 
piruvata v laktat z reoksidacijo odvečnega citosolnega NADH. Pod takimi pogoji piruvat vstopi v 
mitohondrij in s tem polni cikel trikarboksilnih kislin (TKK), ter tako napaja tudi oksidativno 
fosforilacijo. Zmanjšana občutljivost netretiranih celic na oligomicin A kaže na to, da nastajanje 
glikolitičnega ATP prevladuje preko mitohondrijske respiracije. Predvidevamo lahko, da je pri 
netretiranih celicah nastajanje ATP prek glikolize prednostno, medtem ko je pri tretiranih celicah z 
inhibitorji mitohondrijska proizvodnja ATP prek oksidativne fosforilacije povečana. Z opisanim 
protokolom smo ocenili energetsko presnovo celične linije Jurkat. Ugotovili smo, da ima dodatek 
inhibitorja št. 3 in inhibitorja št. 9 učinek na bazalni OCR celic melanoma in zniža stopnjo 
izvenceličnega zakisanja, ECAR. 
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Velika heterogenost glikolitičnih encimov, ki je posledica različnih genov in posttranslacijskih 
modifikacij, daje rakavim celicam množico možnosti za različne odzive na zdravljenje za anti-
glikolitičnimi sredstvi. Trenutni tehnični in računalniški napredki pri ocenjevanju glikolitične 
heterogenosti predstavljajo boljše usmerjanje v to heterogenost in posledično izboljšanje terapevtskih 
rezultatov. Trenutno je skoraj vsak encim ali transporter, ki sodeluje v glikolizi, predmet intenzivnih 
raziskav kot tarča proti-rakavih majhnih molekul.  
Dve molekuli, pridobljeni z in silico presejanjem, smo najprej testirali na rakavi T celični liniji Jurkat. 
Ugotovili smo, da ti dve inhibitorni molekuli uspešno zavirata produkcijo laktata v odvisnosti od 
koncentracije inhibitorja. Poleg tega smo ugotovili tudi, da na Jurkat celice delujeta rahlo 
citostatično, v primeru inhibitorja št. 9 smo citostatični vpliv opazili šele v primeru najvišje 
koncentracije inhibitorja, medtem ko je bil citostatični vpliv pri inhibitorju št. 3 opazen tudi pri nižjih 
koncentracijah. Inhibitor št. 9 bi bil v tem smislu bolj primeren za nadaljnje raziskave, saj se želimo 
zaradi potencialnih neželenih stranskih učinkov na zdrave celice citostatičnim učinkom izogniti. Oba 
inhibitorja sta do vključno s koncentracijo inhibitorjev 100 µM kazala minimalno citotoksičnost, kar 
je tudi željena lastnost, spet zaradi potencialnih neželenih stranskih učinkov na zdrave celice. V 
poskusu dolgotrajnega kontinuirnega gojenja celic, ki je trajal 18 dni, smo opazili da se hitrost tvorbe 
laktata ob prisotnosti inhibitorjev št. 3 in št. 9 s časom ni povečala. Lahko bi sklepali, da tudi v 
primeru dolgotrajnega gojenja celic s prisotnimi inhibitorji, ni nobenega obhodnega mehanizma, ki 
bi ponovno vzpostavil povečano produkcijo laktata. 
V naslednjim koraku smo preizkušali delovanje inhibitorjev na rast sfPFKM seva celic kvasovk 
Saccharomyces cerevisiae z vstavljenim človeškim genom za kratki fragment encima PFK-1 
velikosti 47 kDa. Dodatek inhibitorja št. 3 in št. 9 vpliva na rast S. cerevisiae, saj smo s točkovnim 
testom opazili rast kvasnih celic na viru glukoze, s čimer smo potrdili tarčno delovanje inhibitorjev. 
Pri poskusu smo uporabili različne koncentracije inhibitorjev št. 3 in  št. 9 ter ugotovili, da višje 
koncentracije inhibitorjev bolje delujejo na zaviranje aktivnosti encima in omogočajo boljšo rast 
kvasnih celic. Boljšo rast pripisujemo nižji stopnji glikolize zaradi zaviranja PFK-1 encima z 
inhibitorji, posledično pa tudi izboljšanju redoks ravnotežja v celici, ki imajo tako optimalne pogoje 
za rast. 
Ekstrakcija metabolitov Jurkat celic nam ni uspela, saj so bile koncentracije metabolitov v vzorcih 
pod pragom detekcije. Sklepamo, da so celice med postopkom filtracije prekomerno popokale in je 
prišlo do izgube metabolitov. V prihodnje sklepamo, da bi bila uporaba višjega podtlaka ali večje 
začetno število celic lahko rešitev, poleg tega pa zaključimo, da bi bil postopek z adherentnimi 
celicami lažje izvedljiv. 
S testom XTT smo ugotovili, da se bazen reduciranih piridinskih nukleotidov pri celicah, ki so bile 
tretirane z inhibitorji št. 3 ali 9, v primerjavi z netretiranimi celicami po 4 urah ne spreminja. Za še 
boljšo oceno količine NADH v celicah bi bilo potrebno ponovno izvesti poskus z daljšim časom 
inkubacije, več meritvami ter večjim številom paralelk. 
Z uporabo zunajceličnega analizatorja glikolitične kapacitete Seahorse XFp smo merili hitrosti 
porabe kisika (OCR) in hitrosti zunajceličnega zakisanja (ECAR) v živih celicah. Ugotovili smo, da 
ima dodatek inhibitorja št. 3 in inhibitorja št. 9 učinek na bazalni OCR celic melanoma in zniža 
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stopnjo izvenceličnega zakisanja, ECAR. Zmanjšano izločanje laktata pri celicah tretiranih z obema 
inhibitorjema je razlog za zmanjšano glikolitično kapaciteto in posledično nižjo stopnjo ECAR pri 
celicah tretiranih z inhibitorjema št. 3 in št. 9, v primerjavi z netretiranimi celicami. Inhibicija ATP 
sintaze in zaustavitev oksidativne fosforilacije močno vplivata na mitohondrijsko produkcijo ATP in 
celično dihanje, kar je povzročilo bolj intenzivni privzem kisika v celice (OCR), tretirane z obema 
inhibitorjema, v primerjavi z netretiranimi celicami, rahlo močnejši odziv pa je bil opazen pri 
inhibitorju št. 9. Predvidevamo lahko, da je pri netretiranih celicah nastajanje ATP prek glikolize 
prednostno, medtem ko je pri tretiranih celicah z inhibitorji mitohondrijska proizvodnja ATP prek 
oksidativne fosforilacije povečana. 
Zaradi uspešnosti raziskav, ki smo jih izvedli na rakavi celični liniji T limfocitov Jurkat in sfPFKM 
sevu celic kvasovk Saccharomyces cerevisiae z vstavljenim človeškim genom za kratki fragment 
encima PFK-1, smo vložili patentno prijavo na Evropski patentni urad za namembnost spojin 2-[(5-
benzo[1,3]dioxol-5-yl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)sulfanyl]-N-isoxazol3-yl-acetamide (inhibitor št. 3) in 
3-methoxy-6-(3-{1-[(5-methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)methyl]-1H15 pyrazol-3-yl}phenyl)pyridazine 
(inhibitor št. 9). Kljub uspešnosti naših raziskav, pa so za njihovo potencialno uporabo za zdravljenje 
potrebne še nadaljnje raziskave, ki bi potrdile učinkovitost teh spojin, poleg tega pa so potrebne tudi 
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